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Resumo

Este relatério tem como objetivo apresentar as atividades desenvolvidas ao longo do
estagio curricular do Mestrado em Analises Clinicas, da Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra, integrando os conhecimentos adquiridos nas unidades curriculares do referido
curso.

O estagio teve lugar no Laboratorio de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar
de Coimbra, sob orientagao do Dr. Mario Joao Roque, e decorreu durante o periodo de cinco
meses, onde foi possivel contactar com as areas de Hematologia, Bioquimica Clinica,
Imunologia, Microbiologia e Toxicologia.

No relatério sera apresentada a rotina laboratorial (fase pré-analitica, analitica e pos-
analitica), o sistema de qualidade, as metodologias e fundamentos dos ensaios de cada area,
aprofundando as areas de Hematologia e Bioquimica Clinica, e a interpretagao laboratorial de

casos clinicos.

Palavras-chave: Laboratério de Analises Clinicas, Centro de Saude Militar de Coimbra,

Faculdade de Farmacia, Universidade de Coimbra, Hematologia, Bioquimica Clinica.
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Abstract

This report aims to present the activities developed during the curricular internship of
the Master's Degree in Clinical Analysis, Faculty of Pharmacy of University of Coimbra,
integrating the knowledge acquired in the curricular units of the this course.

The internship took place at the Clinical Analysis Laboratory of the Military Health
Center of Coimbra, under the guidance of Dr. Mario Joao Roque, and took place over a period
of five months, where it was possible to contact with the areas of Hematology, Clinical
Biochemistry, Immunology, Microbiology and Toxicology.

The report will present the laboratory routine (pre-analytical, analytical and post-
analytical phases), the quality system and the methodologies and fundamentals of the tests
used in each area, inciting the areas of Hematology and Clinical Biochemistry, and the

laboratory interpretation of clinical cases.

Keywords: Clinical Analysis Laboratory, Military Health Center of Coimbra, Faculty of

Pharmacy, University of Coimbra, Hematology, Clinical Biochemistry.
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Introducao

O inicio do interesse pelas Andlises Clinicas remota ao fim do século XVIll, quando
Antoine Frangois Fourcroy sugeriu a implantagao de laboratorios em hospitais para a analise
quimica de excregoes, urina e outras descargas dos doentes. A evolugao do laboratério de
andlises clinicas decorreu em trés fases principais: a fase inicial entre 1790 e 1840, a fase de
institucionalizagao entre 1840 e 1855 e, por Ultimo, a fase de extensao que decorre desde
I855 até aos dias de hoje (I). Durante este processo, a importancia das analises clinicas foi
tornando-se mais evidente, sendo hoje uma area imprescindivel para a confirmagao de um
diagnostico, para auxilio na selegao, otimizagao e monitorizagao da terapéutica, rastreio de
patologias, entre outros (2).

O Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra compreende varias unidades curriculares que visam a aquisicdo de conhecimentos
de todas as areas cientificas das analises clinicas e culmina no estagio curricular no ultimo
semestre de modo a consolidar o conhecimento e adquirir experiéncia pratica relativamente
as quatro principais valéncias: Hematologia, Bioquimica, Imunologia e Microbiologia.

O estagio curricular decorreu ao longo de 5 meses no Laboratorio de Analises Clinicas
do Centro de Saude Militar de Coimbra, sendo o tempo dividido pelos diversos setores do
laboratério. Na primeira semana foquei-me na fase pré-analitica, mais especificamente na
secretaria e colheita de amostras, seguiram-se dois meses na hematologia, dois meses na

bioquimica e imunologia e as restantes trés semanas foram dedicadas a microbiologia.



Caracterizacao do Laboratério de Analises Clinicas

O Laboratorio de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra distingue-
se dos restantes pela sua missao. Este laboratorio, assim como o Centro de Saide Militar de
Coimbra no geral, tem como principais objetivos o apoio a atividade operacional e a
disponibilizagao de servigos de saude a “familia militar”. Sendo assim os principais utentes
deste laboratério sao militares operacionais, reformados e em situagao de reserva e os seus

familiares diretos e reformados das forgas armadas (3).
Recursos Humanos

A equipa do Laboratério é constituida pelo especialista responsavel Coronel Dr. Mario
Joao Roque, Mestre em Saude Publica e Especialista de Anadlises Clinicas pela Ordem dos
Farmacéuticos, quatro técnicos de Analises Clinicas e Salde Publica e uma funcionaria

administrativa.
Estrutura do Laboratoério

O laboratério é constituido por nove divisoes em dois pisos. No primeiro piso
encontra-se a recegao, a secretaria, a sala de colheitas, o gabinete do diretor clinico, a sala de
lavagens e o laboratério de hematologia; no segundo piso estao a sala de armazenamento de
reagentes e materiais, o laboratério de bioquimica e imunologia e o laboratorio de

microbiologia.
Funcionamento do laboratorio

A andlise das amostras esta dividida em trés fases diferentes: a fase pré-analitica, a fase
analitica e a fase pos-analitica como se pode observar na Figura I.

No momento em que o utente pretende fazer andlises comega a fase pré-analitica: o
utente comega por ser integrado no sistema de integracao de dados, Maxdata, onde lhe é
correspondido um cédigo alfanumérico e a correspondente requisigao das analises. De seguida
na sala de colheitas faz-se a preparacao e identificagao do material necessario tendo em conta
a requisicao e faz-se a colheita das amostras necessarias. Por ultimo, as amostras sao
distribuidas pelos diferentes setores onde sao preparadas para a analise requisitada ou sao
enviadas para outro laboratério, no caso de nao podermos realizar a analise. Na fase analitica
é feita a andlise dos parametros pretendidos nos diferentes aparelhos do laboratério. Assim
que a determinagao dos parametros termina, comega a fase pos-analitica em que os resultados
sao validados primeiro pelo técnico, no caso de haver de necessidade de repetir andlises, e

depois pelo diretor clinico e por fim da-se a emissao e entrega dos resultados.
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*Requesicao das Andlises
*Integracao do utente e resgito das analises
*Preparacao e identificacaio do material para a colheita

Fase Pré-analitica *Colheita das amostras

*Distribuicao das amostras pelos setores
*Preparacao das amostras

Fase analitica *Anédlise dos pardmetros

, , . *Validacao dos resultados
Fase Pos-analitica . .
- *Emissao do relatério clinico

Figural - Fluxo das amostras do laboratério nas fases pré-analitica, analitica e pos-analitica.

Atividades desenvolvidas

O estagio curricular teve uma duragao de cinco meses, sendo este tempo dividido
entre a fase pré-analitica e as diferentes valéncias (hematologia, bioquimica, imunologia e
microbiologia). Durante a primeira semana foquei-me na area pré-analitica, sendo, portanto,
uma experiéncia observacional, em que o objetivo foi entender o processo de integragao dos
utentes e registo das andlises no sistema informatico e observar colheitas.

O restante tempo de estigio foi dividido entre as valéncias, dois meses em
Hematologia, dois meses em Bioquimica e Imunologia e trés semanas em Microbiologia. Houve
uma reducao no tempo de estagio na Microbiologia devido ao pouco fluxo e pequena

variabilidade de amostras.
Controlo de Qualidade

O controlo de qualidade do Laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Saude
Militar de Coimbra abrange diversos procedimentos que permitem avaliar a qualidade dos
servigos prestados através dos testes realizados e dos seus resultados. Incluidos nestes
procedimentos destacam-se as manutengoes, as calibragoes, os controlos internos e os
controlos externos.

As manutengoes sao feitas nos aparelhos automatizados de modo a garantir que estes
se mantém a funcionar no exponencial da sua capacidade. Sao divididas entre manutengoes
diarias, semanais, quinzenais, mensais e trimestrais, sendo que as manutengoes diarias

normalmente servem para limpeza do aparelho.



As calibragoes normalmente sao feitas quando se troca o lote dos reagentes ou apods
um periodo definido, consoante a perda de estabilidade de um reagente para determinado
teste.

O controlo interno é feito através de amostras estabilizadas fornecidas por um
laboratério de referéncia e permitem avaliar a precisao dos resultados. Normalmente inclui
dois a trés niveis de controlo correspondentes a um nivel baixo, um intermédio e um alto
com valores padronizados. O controlo interno pode ser feito diariamente ou semanalmente
consoante a estabilidade dos reagentes envolvidos nos testes e os resultados obtidos deste
controlo permitem ou nao validar os resultados das amostras.

O controlo externo utiliza amostras provenientes do laboratério de referéncia
internacional, RIQAS. Estas amostras permitem que estes laboratérios de referéncia
comparem os valores padronizados, desconhecidos pelo laboratério do Centro de Saude
Militar de Coimbra, com os valores obtidos pelo laboratério avaliando assim a exatidao dos
resultados. Este controlo é feito mensalmente para cada aparelho integrado nesta avaliagao e
é tratado como uma amostra sendo que os resultados sao enviados para estes laboratorios

de referéncia.



Hematologia

A hematologia é a ciéncia que estuda a fisiologia, normal e patolégica do sistema
hematopoiético (4).

No laboratério de hematologia existem diferentes aparelhos que permitem analisar
diversos parametros hematologicos, como se pode observar na Tabela |, de modo a obter
informagao sobre o sistema hematopoiético dos utentes, quer na normalidade quer na

patologia.

Tabela | - Aparelhos e técnicas desenvolvidas no setor de hematologia.

CELL-DYN Ruby — Abbott Hemograma

Contagem de reticulécitos
Adams HA-8160 HbAIC — Arkray Determinagao da hemoglobina A|c
BD Sedi —I5 Velocidade de sedimentagio

Tempo de Protrombina

Yumizen G400 — Horiba Tempo de ativagio parcial de tromboplastina

Quantificacao de fibrinogénio

Hematopoiese

A hematopoiese é o processo de producao, diferenciacio e desenvolvimento das
células sanguineas. O sistema hematopoiético é constituido pela medula ossea, figado, baco,
timo e pelos nédulos linfaticos. E nestes 6rgios que ocorre a producio, diferenciacio e
desenvolvimento das células sanguineas que posteriormente migram para o sangue periférico
(5).

Todas a células sanguineas sao provenientes de uma célula comum, a célula estaminal
hematopoiética, que através de fatores locais e humorais diferencia-se em dois tipos de células
diferentes, o progenitor mieldide comum ou o progenitor linféide comum. O progenitor
linféide comum da origem a linhagem linfocitica. O progenitor mieldide comum da origem a

linhagem eritrocitaria, a linhagem trombocitica e a linhagem granulocitica. (Figura 2) (6).



Célula estaminal hematopoiética

Progenitor mieloide comum Progenitor linfoide comum
I
I I 1 ——
. Célula
Megacanoblasto Proeritroblasto Mieloblasto Linfoblasto dendritica
linfoide
] T ] I
Promegacariocito Eritroblasto Promielocito Prolinfécito
baséfilo T
T I I I I 1 ——
Mielocito Mielocito Mielocito , Linfocito
Eritroblasto basofilico neutrofilico eosinofilo Monoblasto Célula NK pequeno
Megacariécito Procromatico T T T T T
I Metamielocito Metamielocito| Metamielocito|
basofilico neutrofilico eosinofilo Promoncito Linfocito T Linfécito B
Normoblasto
Plaquetas | | | |
I Baséfilo em Neutrofilo em Eosinofilo em Monécito L.
o banda banda banda Plasmocito
Reticulécito
| | Basdfilo | | Neutrdfilo |_ Eosinofilo Macrofas
L segmentado segmentado segmentado ofago
Eritrocito
Celula
dendritica
mieloide.

Figura 2 - Linhagens celulares da hematopoiese.

Eritropoiese

A eritropoiese € regulada principalmente pela eritropoietina, uma proteina secretada
predominantemente pelas células do rim, e que tem como principal fungao aumentar a massa
eritropoética das células progenitoras com a finalidade de aumentar a produgao de
hemoglobina. A secrecao da eritropoietina, por sua vez, é regulada pelo sistema
autocrino/paracrino, quando diminui a concentragao de oxigénio no sangue aumenta a
secregao de eritropoietina que vai para a corrente sanguinea até chegar a medula 6ssea onde
estimula a eritropoiese (7).

Quando a eritropoiese € estimulada pela eritropoietina a célula estaminal
hematopoiética (Figura 2) diferencia-se formando o progenitor mieloide comum que por sua
vez se diferencia no proeritroblasto, a primeira célula da linhagem eritroide reconhecida na
medula 6ssea. O proeritroblasto (Figura 3.1) comega a maturar, diminuindo o tamanho da
célula e do nucleo e aumentando a concentragao de hemoglobina, e passa pelas fazes de
eritroblasto basofilo (Figura 3.2), eritroblasto policromatico (Figura 3.3), eritroblasto
ortocromatico (Figura 3.4) e reticulocito (Figura 3.5). O reticulocito nao tem nucleo e ja nao
consegue sintetizar hemoglobina, mas ainda apresenta acido ribonucleico mensageiro
(mRNA), este fica na medula 6ssea entre | e 2 dias e depois passa para a corrente sanguinea

onde vai perder completamente o mMRNA formando o eritrocito (Figura 3.6) (7).



Figura 3.1 - Proeritroblasto
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Figura 3.5 - Reticulocitos Figura 3.6 - Eritrocitos

Figura 3 - Diferentes etapas da eritropoiese.

Eritrocitos

Os eritrocitos sao as células mais representadas no sangue periférico. Sao células
anucleadas e com forma de disco biconcavo, o que lhes permite uma maior plasticidade. O
tempo médio de vida dos globulos vermelhos na corrente sanguinea é de 120 dias (6).

A principal fungao dos eritrocitos é o transporte de oxigénio para as células e por isso
sao as Unicas células sanguineas sem nucleo, conseguindo ligar um maior nimero de moléculas
de oxigénio a sua principal proteina constituinte, a hemoglobina (6). Assim, os eritrocitos nao
tém capacidade de sintese proteica, divisao celular ou de fosforilagao oxidativa e por isso a
obtencao dos dois tipos de energia, a ATP e a ADPH, acontece através da via glicolitica,
anaerdbia e shunt das pentoses.

A hemoglobina é uma proteina constituida por quatro subunidades, cada uma das quais
constituida por um grupo heme (Figura 4) ligado a uma globulina. Cada grupo heme tem, ao
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centro um ido de ferro que se liga ao oxigénio quando se encontra no estado ferroso (Fe?);
assim, cada molécula de hemoglobina consegue ligar-se a quatro moléculas de oxigénio. As
globulinas sao cadeias polipeptidicas e podem ser de quatro tipos consoante a sua estrutura:
a, B, 6, y. A hemoglobina tem na sua constituicao dois pares de globulinas, existindo trés
principais tipos de hemoglobinas: a hemoglobina do tipo A, (duas cadeias o e duas cadeias f3),
que é a que se encontra em maior quantidade no adulto normal, a hemoglobina F (duas cadeias

o e duas cadeias y) e a hemoglobina A, (duas cadeias o e duas cadeias 8) (8).

HOOC

COOH

Figura 4 - Estrutura do heme.

Os eritrocitos em determinadas patologias podem sofrer diversas variagoes que
alteram a sua funcionalidade, por isso conhecer as principais variagdes que ocorrem nestas
células torna-se importante para chegar a um diagndstico. Podem ocorrer variagoes de forma,

de tamanho, estruturais ou no conteiudo de hemoglobina.
Variacdo de Forma

O nome dado a variagao da morfologia dos eritrocitos é poiquilocitose, e esta apenas
é relevante quando existe alteragao de forma num nidmero significativo de eritrocitos numa
anemia normocitica pois pode indicar causas especificas de anemia.

Os acantocitos estao associados a doenca hepatica, hipoeslpenismo, deficiéncia da
piruvato cinase e fenotipo de MclLeod (Tabela 2) (Figura 5).

As células alvo sao consequéncia de deficiéncia de ferro, doenga hepatica,
hemoglobinopatias, hipoesplenismo (Tabela 2) (Figura 6).

As células em caneta aparecem no sangue quando ha deficiéncia de ferro (Tabela 2)
(Figura 7).

As células em cesto sao provocadas por hemolise excessiva (Tabela 2) (Figura 8).

As células em foice estao associadas a anemia falciforme (Tabela 2) (Figura 9).



Os dacriécitos sao consequéncia de mielofibrose e de hematopoiese extramedular
(Tabela 2) (Figura 10).

Os eliptécitos podem ser encontrados no sangue quando ha eliptocitose hereditaria,
pos-quimioterapia, anemia megaloblastica ou deficiéncia de Ferro (Tabela 2) (Figura I 1).

Os equinodcitos sao consequéncia de doenga hepatica, deficiéncia renal, transfusao,
deficiéncia em fosfato, queimaduras e hipoesplenismo (Tabela 2) (Figura 12).

Os esferocitos sao provocados por esferocitose hereditaria, anemia hemolitica
autoimune e septicémia (Tabela 2) (Figura 13).

Os estomatocitos estao associados a doenga hepatica, alcoolismo, estomatocitose

hereditaria e ovalocitose do Sudeste Asiatico (Tabela 2) (Figura 14).

Tabela 2 - Patologias associadas a alteragées morfologicas dos eritrocitos (9).

Acantocito Doenca hepatica avangada;
Hipoesplenismo;
Algumas dislipidémias; O

Deficiéncia da piruvato cinase;

O

Fenoétipo de McLeod.

Figura 5 - Esfregaco sanguineo com
presenca de acantocitos.

Célula alvo Deficiéncia de ferro;

Doenca hepatica; O

Hemoglobinopatias;
Hipoesplenismo.

O3

Figura 6 - Esfregaco sanguineo com
presenca de células alvo.
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Figura 7 - Esfregaco sanguineo com

presenca de células em caneta.




Célula em cesto

Hemolise oxidativa.
Gé6PD
instabilidade da hemoglobina.

Ex: deficiéencia na

ou

Figura 8 - Esfregaco sanguineo com
presencga de células cesto.

Célula em foice

Anemia falciforme.
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Figura 9 - Esfregaco sanguineo com
presenca de células em foice.

Dacriécito

Mielofibrose;

Hematopoiese extramedular.

Figura 10 - Esfregaco sanguineo com
presenca de dacridcitos.
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presenca de eliptocitos.

Equindcito

Doenga hepatica;
Deficiéncia renal;
Pés-transfusao;
Deficiéncia em fosfato;
Queimaduras;

Hipoesplenismo.
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Figura 12 - Esfregaco sanguineo com
presenga de equinocitos.




Esferocito

Esferocitose hereditaria;
Anemia hemolitica autoimune;

Septicémia;
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Figura 13 - Esfregaco sanguineo com
presenca de esferdcitos.

Estomatocito

Doenca hepatica;
Alcoolismo;

Estomatocitose hereditaria;

Ovalocitose do Sudeste Asiatico.

Figura 14 - Esfregaco sanguineo com
presenca de estomatocitos.

Varia¢cdo do Tamanho

O nome dado a variagao do tamanho dos eritrécitos (Tabela 3) é anisocitose. Quando

estes se apresentam maiores do que o normal existe macrocitose (Figura 16), que é provocada

por doenga hepatica, alcoolismo ou anemia megaloblastica; quando se apresentam menores

que o normal existe microcitose (Figura |5), normalmente provocada por deficiéncia de ferro

ou hemoglobinopatia (9).

Tabela 3 - Patologias associadas a variagdes no tamanho dos eritrocitos (9).

Microcitose

Deficiéncia de ferro;
Hemoglobinopatia.

O
O

Anemia megaloblastica.

: [
Figura 15 - Esfregago sanguineo com
microcitose.
L. - -
Macrocitose Doenca hepatica; b' ) L L 4 ; o .‘
Alcoolismo; ). #1v) @ o
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Figura 16 - Esfregaco sanguineo com

macrocitose.
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Variacoes Estruturais

Algumas patologias sao caracterizadas nao por alterar a morfologia dos eritrocitos,
mas por serem detetadas estruturas caracteristicas das mesmas (Tabela 4). Outras provocam
alteragao na distribuicao dos eritrécitos (Tabela 4).

Na Tabela 4 apresentam-se as patologias associadas as diversas variagoes estruturais
que podem ser encontradas nos eritrécitos. Os corpos de Howell-Jolly sao provocados por
hipoesplenismo, mielodisplasia, anemia megaloblastica, quimioterapia (Tabela 4) (Figura 17). O
ponteado basofilo é caracteristico de hemoglobinopatia, intoxicagao por chumbo,
mielodisplasia, anemia hemolitica e talassemia (Tabela 4) (Figura 18). Os granulos sideroforos
sao encontrados em casos de anemia sideroblastica e pos-esplenoctomia (Tabela 4) (Figura
19). A aglutinagao ocorre quando ha aglutinina fria e anemia hemolitica autoimune fria (Tabela
4) (Figura 20). O fenomeno de rouleaux esta associado a hipergamaglobulinémia (Tabela 4)

(Figura 21) (9).

Tabela 4 - Patologias associadas a variagdes estruturais dos eritrocitos (9).

Corpo de Howell- Jolly | Hipoesplenismo;

Mielodisplasia; \ @
Anemia megaloblastica; @
Pés-quimioterapia. ) \

Figura 17 - Esfregaco sanguineo com
corpos de Howell- Jolly.

Ponteado basofilo Hemoglobinopatia;

Intoxicagao por chumbo;
Mielodisplasia;

Anemia hemolitica; Q
Talassemia.

Figura 18 - Esfregaco ‘saﬁgul'neo com

ponteado basdfilo.

Granulos sideréforos Anemia sideroblastica; , O
Pos-esplenoctomia.

e s L
Figura 19 - Esfregaco sanguineo com

granulos sideroforos.




Aglutinagao

Aglutinina fria;
Anemia hemolitica autoimune
fria.

‘.o Yo 'ad € a-
Figura 20 - Esfregaco sanguineo com
aglutinagao.

Fendmeno de rouleaux

Hipergamaglobulinémia;

Figura 21 - Esfregaco sanguineo com

fenémeno de rouleaux.

Variagées no Contetido de Hemoglobina

A hemoglobina é a proteina responsavel pela cor dos eritrécitos, sendo assim a

quantidade de hemoglobina presente nos eritrocitos é proporcional a cor dos mesmos.

Quando a quantidade de hemoglobina nos eritrécitos esta diminuida designa-se hipocromia

(Figura 22.1), quando esta esta normal existe normocromia (Figura 22.2) (9).

Figura 22.1 - Hipocromia

= oAl

Figura 22.2 - Normocromia

Figura 22 - Esfregacos sanguineos com diferentes quantidades de hemoglobina.

Mielopoiese

A mielopoiese ¢ o processo de diferenciagao e maturagao dos granulocitos, isto &, dos

neutrofilos, eosinofilos e basofilos. Os granulécitos provém do progenitor mieldide, assim

como os eritrocitos, os monocitos e as plaquetas, mas o seu processo de maturagao €

diferente das restantes células sanguineas (10).
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Quando a mielopoiese é estimulada o progenitor mieloide é estimulado por diversos
fatores de crescimento que promovem a maturagao deste, fazendo com que a cromatina
nuclear condense, os nucléolos desaparegam, o citoplasma aumente e torne-se mais acidéfilo
com granulagoes especificas e o tamanho celular diminui, assim como o nuclear. Na medula
podem ser encontrados varios estadios de desenvolvimento desta linhagem celular. O
progenitor mieloide diferencia-se formando o mieloblasto (Figura 23.1), que pelo processo de
maturagao vai formar o promielocito (Figura 23.2), o mieldcito (Figura 23.3), o metamielocito
(Figura 23.4), este dltimo vai diferenciar-se em basofilo (Figura 23.7), neutrdfilo (Figura 23.5)
ou eosinodfilo (Figura 23.6) em bastio que vao maturar e formar o basoéfilo (Figura 23.10),

neutrofilo (Figura 23.8) ou eosindfilo (Figura 23.9) com nucleo segmentado.

\i

@ a W

Figura 23.1 - Mieloblasto Figura 23.2 - Promielocito
- v

-

Figura 23.3 - Mielocito Figura 23.4 - Metamielocito

"%

Figura 23.5 - Neutréfilo em bastio Figura 23.6 - Eosinofilo em bastao



Figura 23.7 - Baséfilo em bastao Figura 23.8 - Neutroéfilo segmentado

Figura 23.9 - Eosindfilo ‘ ) Figura 23.10 - Basofilo
Figura 23 - Diferentes etapas da mielopoiese.

Formacao dos Monocitos e Macrofagos

Os mondocitos sao formados na medula 6ssea e provém do progenitor mieloide assim
como os granulocitos, eritrécitos e plaquetas, como referido anteriormente. Quando ha
estimulagao da hematopoiese o progenitor mieldide, através de fatores de crescimento, vai
diferenciar-se no monoblasto (Figura 24.1), a célula mais primitiva da linhagem monocitica, e
este matura formando o promondcito (Figura 24.2) e depois o monocito (Figura 24.3), que
vai para a circulagao sanguinea. O mondcito quando chega aos tecidos passa a denominar-se
macroéfago (Figura 24.4). Durante este processo o nlcleo perde os nucléolos, o citoplasma

torna-se basofilo e ganha granulos e vacuolos e a célula aumenta de tamanho (10).

Figura 24.1 - Monoblasto Figura 24.2 - Promonécito
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Figura 24.3 - Monécito Figura 24.4 - Macrofago
Figura 24 - Diferentes etapas da formag¢ao dos monocitos e macroéfagos.

Linfopoiese

A linfopoiese da origem a quatro tipos de células sanguineas: os linfécitos B, os
linfocitos T, as células natual killer e as células dendriticas linfoides. Todas estas células provém
de um progenitor comum, o progenitor linfoide presente na medula éssea, e este pode
diferenciar-se na célula dendritica linfoide ou no linfoblasto. O linfoblasto (Figura 25.1)
diferencia-se no proé-linfocito (Figura 25.2) que também pode seguir dois caminhos distintos,
por um lado pode formar as células natural killer por outro lado pode formar o linfocito
pequeno. O linfocito pequeno pode manter-se na medula 6ssea onde vai maturar formando o
linfocito B imaturo ou pode migrar para o timo onde se diferencia em linfécito T CD4 ou
linfocito T CD8 imaturos. Os linfocitos (Figura 25.3) apenas ficam maturos quando entram em

contacto com antigénios (I 1).

Figura 25.1 - Linfoblastos Figura 25.2 - Pro-linfocitos Figura 25.3 - Linfocitos
Figura 25 - Diferentes etapas da linfopoiese.

Leucécitos

Os leucocitos podem ser divididos em dois grupos distintos: os fagocitos e os
imundcitos. O grupo dos fagécitos é constituido pelos granulécitos (neutrdfilos, eosindfilos e

basofilos) e pelos mondcitos, ja o grupo dos imunocitos compreende os linfocitos, os seus



percursores e os plasmécitos. Estas células em conjunto com as imunoglobulinas e o

complemento tém como fungao proteger o corpo contra infegoes e células tumorais (12).
Neutréfilos

O neutrofilo é uma célula com um nucleo denso composto por dois a cinco Iébulos e
citoplasma granuloso e aciddfilo. Estes granulos tém origem lisossomal e podem ser granulos
primarios ou granulos secundarios. Os granulos primarios aparecem na fase de promielocito,
sendo por isso inespecificos, e sao constituidos principalmente por fosfatase acida, esterase,
[B-galactosidase e lisozima. Os granulos secundarios aparecem na fase de mieldcito e
permanecem na célula apés a maturagao da mesma, sao especificos desta linhagem e sao
principalmente constituidos por aminopeptidase, colagenase, muramidase e lisosima. A razao
entre os granulos primarios e secundarios no neutrofilo é de | para 3 respetivamente (I3).

Os neutrofilos sao produzidos na medula ossea através da hematopoiese, como
referido anteriormente, e quando maturos migram para a circulagao sanguinea e daqui uma
parte vai para a microcirculagao de varios 6rgaos. Estes permanecem em circulagao entre 6 e
|0 horas e depois migram para os tecidos ondem permanecem nos capilares e vénulas. Na
auséncia de estimulo morrem por apoptose, sendo depois fagocitados por macroéfagos ao fim
de trés dias. Quando ha um foco inflamatério, os neutréfilos em circulagio migram
rapidamente até ele, atravessando as paredes dos capilares, pelo espaco entre as células
endoteliais, num movimento denominado diapedese e nos tecidos formam pseudopodes de
modo a locomoverem-se e fazer a endocitose dos invasores (14).

A principal funcao deste tipo de globulos brancos é impedir o alojamento dos
organismos patogénicos no corpo, principalmente bactérias e fungos, mas também parasitas,
virus e estruturas estranhas ao organismo, tal como células e moléculas com alteragoes. Esta
atividade microbicida e citotoxica ocorre através da libertagio de enzimas proteoliticas e
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (14).

Em determinadas situagoes patolédgicas a quantidade de neutrofilos na circulagao
sanguinea pode ser alterada. Pode ocorrer neutrofilia, aumento da quantidade de neutrofilos,
por administragao de certos firmacos ou em infe¢coes bacterianas. Por outro lado, pode
ocorrer neutropenia, ou seja, diminuicao da quantidade de neutrofilos, por administragao de
farmacos, por diminuicao dos fatores de coagulagao e consequente inibicao da granulopoiese
provocado por drogas citotoxicas, anemia aplasica ou causas congénitas e por destruicao dos

neutrofilos em situagoes de esplenomegalia (15).
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Eosinéfilos

O eosindfilo € uma célula sanguinea pertencente ao grupo dos granulécitos com o
mesmo tamanho que os neutrdfilos, o seu nucleo é bilobado e o citoplasma é rico em diversos
tipos de granulos. Os granulos especificos tém propriedades tintoriais, devido aos seus nucleos
cristaloides, e por isso sao estes que sao visualizados maioritariamente ao microscopio ético
além disso contém hidrolases lisossomais e outras proteinas catidnicas. Os granulos primarios
desenvolvem-se cedo durante a granulopoiese e encontram-se em maior niUmero nesta célula,
tendo na sua composi¢ao a proteina que forma os cristais Charcot-Leyden e que tem atividade
lisofosfolipase. Os granulos mais pequenos sao compostos por arilsulfatase e outras enzimas.

Estes leucocitos assim que sao libertados da medula 6ssea para a corrente sanguinea
alojam-se nos tecidos, permanecendo menos de | em 100 na corrente sanguinea. Devido a
sua funcao estes normalmente migram para tecidos expostos ao ambiente externo de modo
a combaterem mais rapidamente os corpos estranhos ao organismo, especialmente nos
tecidos dos tratos respiratorio, gastrointestinal e geniturinario inferior.

A eosinofilia, aumento da produciao de eosinodfilos, estd principalmente associada a

infecoes por parasitas helmintas e doencas alérgicas (16).
Basofilos

O basdfilo € o leucocito que se encontra em menor nimero na corrente sanguinea. O
seu nucleo possui trés lobulos e o seu citoplasma é rico em granulagoes especificas desta
célula, que sao compostas por heparina e histamina, e tem na sua superficie locais de ligagao
da imunoglobulina E (17).

Quando os basofilos estao maturos sao libertados da medula 6ssea para a corrente
sanguinea de onde passam para os tecidos sendo aqui denominados mastocitos.

A basofilia, que define o aumento do nimero de basofilos na corrente sanguinea,
ocorre em casos de leucemia mieloide croénica, policitemia vera, e reagoes imunitarias de

hipersensibilidade (18).
Mondcitos

O mondcito € a maior célula da corrente sanguinea. Apresenta um ntcleo oval ou
reniforme e citoplasma basofilo com granulagoes finas azurodfilas e vactolos. As granulagoes
que se observam sao lisossomas que na sua composi¢ao tém fosfatase acida e arilsulfatase.

Quando o monocito esta maturo migra da medula 6ssea para a corrente sanguinea,
onde tem tempo de vida entre 20 e 40 horas. Parte dos monodcitos deslocam-se para os

tecidos através dos capilares e nestes passam a denominar-se macroéfagos. Tanto os mondcitos
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como os macrofagos possuem elevada mobilidade, pseudopodes e capacidade de fazer
diapedese.
A monocitose esta associada a infegoes bacterianas cronicas, lUpus eritematoso, artrite

reumatoide e leucemia mieloide aguda (19).
Linfécitos

O linfocito é uma célula pequena com nucleo oval ou redondo, que ocupa grande parte
da célula, tem cromatina densa e membrana nuclear fina e o citoplasma é basofilo. Da
linfopoiese resultam trés células, das quais duas sao linfécitos: as células NK, os linfocitos B e
os linfocitos T. Estes dois tipos de linfécitos sao morfologicamente indistinguiveis, mas sao
formados em locais diferentes e tém fungoes diferentes (20).

Os linfocitos B fazem parte da imunidade humoral, isto é, sio responsaveis pela
producao de anticorpos especificos. Este tipo de linfocitos matura na medula 6ssea e vai para
a corrente sanguinea, mas continuam inativos, quando um antigénio se liga as imunoglobulinas
na superficie do linfocito B ele torna-se ativo dando origem as células de memoria e aos
plasmécitos (21).

Os plasmocitos sao células com nucleo redondo e excéntrico, com citoplasma basofilo
e um halo perinuclear. A funcao desta célula é produzir e secretar imunoglobulinas (21).

Os linfocitos T fazem parte da imunidade celular, sendo por isso responsaveis pela
apoptose das células infetadas (linfocitos T CD8+), mas também auxiliam as células da
imunidade humoral através da produgao de fatores paracrinos (linfocitos T CD4+). Estas
células acabam a sua maturagao no timo e normalmente vao para os orgaos linféides
secundarios através da circulagao sanguinea (22).

A linfocitose € normalmente associada a infe¢oes virais (exemplo: mononucleose
infeciosa), leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica crénica e outras infe¢oes agudas ou
croénicas (20).

As células Natural Killer pertencem a linhagem linfocitica mas nao descendem dos
linfocitos. Morfologicamente sao células grandes com granulos no citoplasma. Estas células sao
recrutadas para os tecidos em casos de infe¢oes virais, inflamagoes, crescimentos tumorais ou
invasao onde libertam citoquinas e quimiocinas inflamatorias e recrutam e ativam outros

leucocitos (23).
Megacariopoiese

A megacariopoiese é o processo de formagao das plaquetas.
O megacarioblasto (Figura 26.1), a primeira célula da linhagem megacariotica, é o

resultado da diferenciagao do progenitor mieldide quando estimulado por trombopoetina e
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outros fatores de crescimento. O megacarioblasto matura formando o megacariécito (Figura
26.2). Na medula 6ssea o megacaridcito matura, aumentado de tamanho, até o seu citoplasma
se fragmentar, formando assim as plaquetas (Figura 26.3).

Assim ao longo deste processo os tamanhos das células aumentam, assim como o

numero de nucléolos e o citoplasma fica mais acidofilo (24).
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Figura 26 - Diferentes etapas da magacariopoiese.

Plaquetas

As plaquetas sao os elementos mais pequenos do sangue humano, pois sao o resultado
da fragmentagao do citoplasma dos megacariocitos e, consequentemente, nao possuem
nucleo. Sao constituidas por proteinas, lipidos, varios minerais, agua e nucledtidos,
conseguindo produzir aminoacidos, proteinas, acidos gordos e fosfolipidos. O seu tempo
médio de vida varia entre 9 e 12 dias na circulagao periférica, sendo que as mais recentes sao
maiores, menos densas e mais ativas que as mais velhas.

Estes elementos celulares tém como principal fungao o seu papel na hemostase, mas
também fazem parte da defesa imunologica inata, sao moduladores da resposta inflamatoria,

participam na cicatrizagao de feridas e na metastase hematogénica (25).
Hemograma

O hemograma é uma andlise que faz a contagem, determina e relaciona parametros
hematoldgicos, os quais se encontram referidos na Tabela 5; além disso, inclui histogramas das

populagoes de leucocitos, eritrocitos e plaquetas.
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Tabela 5 - Parimetros do hemograma.

Contagem de eritrécitos (RBC)
Hemoglobina (Hb)

Hematocrito (HCT)

Eritrocitos | volume Corpuscular médio (MCV)

Concentragao média de hemoglobina (MCH)

Concentragao Corpuscular média de hemoglobina (MCHC)

Dispersao de volume eritrocitario (RDW)

Contagem total de leucécitos

Contagem de Neutrofilos

Leucdcitos Contagem de Linfocitos

Contagem de Monocitos

Contagem de Eosindfilos

Contagem de Baséfilos

Plaquetas Plaquetas

Volume Plaquetar médio (MPV)

CELL-DYN Ruby

No laboratério do Centro de Saude Militar de Coimbra o hemograma é feito com o
analisador automatico Cell-Dyn Ruby da Abbott Diagnostics, que também faz a contagem de
reticulocitos.

O autoanalisador para o hemograma analisa as populagoes de eritrocitos, leucocitos e
plaquetas (Tabela 5), através de citometria de fluxo, mais concretamente a tecnologia MAPSS.

A citometria de fluxo é uma técnica que permite quantificar e identificar particulas
microscopicas, suspensas num meio liquido, através da dispersao da luz (Figura 27). Nesta
técnica a amostra entra numa camara de fluxo onde as células ficam alinhadas e um feixe de
laser incide nelas havendo dispersao da luz. Consoante os angulos de dispersao da luz sao
geradas informagoes sobre o tamanho, estrutura interna, granularidade e morfologia das
células. A maioria dos citdmetros de fluxo medem dois angulos de dispersao: o foward scatter,
que analisa o tamanho das células e o side scatter, que analisa a estrutura interna, a
granularidade e a morfologia da membrana. As informagoes Oticas sao convertidas em
impulsos elétricos que sao armazenados e analisados pelo computador e consoante as

caracteristicas detetadas as células sao identificadas (26).
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Figura 27 - Principio da citometria de fluxo (26).

Parametros Eritrocitarios

Os parametros eritrocitarios sao quase todos determinados a partir de citometria de
fluxo ou calculados através dos valores de outros parametros com excegao da hemoglobina
que é determinada por espetrofotometria, como podemos observar na Tabela 6.

Para determinar a hemoglobina adiciona-se ao sangue um reagente que destroi os
eritrocitos libertando a hemoglobina, de seguida um feixe de LED de baixa energia com
comprimento de onda de 555 nm incide na amostra e mede a absorvancia, sendo esta
proporcional a concentragao de hemoglobina em g/dL.

As contagens e determinagoes eritrocitarias podem ser alteradas devido a varios
fatores tais como plaquetas gigantes, que aumenta a contagem de eritrocitos, ou eritrocitos

microciticos, que diminuem a contagem de eritrocitos (26).
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Tabela 6 - Parametros eritrocitarios e correspondentes definicdes, métodos/formulas, valores de referéncia e

unidades.
. Valores
Parametro Definicio Método de Unidades
IFormula A .
referéncia
tidade d
Contagem de . .(Sru,a:tl Saneme L Citometria de 4055 X106/
ritrocitos nu ,0-5,
eritrécitos (RBC) H Fluxo H
sangue.
Quantidade de E 12-16
Hemoglobina (Hb) hemoglobina num Espetrofotometria M- 13-18 g/dL
grama de sangue.
Percentagem de
Hematocrito eritrocitos na massa de RBC X MCV F- 35-47 %
(HCT) sangue apds 10 M- 40-54 °
centrifugagao.
Volume Volume médio dos Citometria de
Corpuscular médio eritrocitos Fluxo 85-95 fL
(MCV) ’
Concentracao . L
. Quantidade média de
média de hemoglobina em cada —Hb 10 27-32
hemoglobina & itrocit (RBC) X P
eritrocito.
(MCH)
Concentracao Percentagem da
Corpuscular média quantidade de Hb
— 320-360 /L
de hemoglobina hemoglobina presente (HCT) 100 8
(MCHCQC) em cada eritrocito.
P d
Dispersao de farc~entagem € , ,
variacdo do volume Citometria de o
volume dos eritrocitos. indice Fl %
os eritrocitos. Indi uxo
eritrocitario (RDW) o
de anisocitose.

Parametros Leucocitarios

Os parametros leucocitarios determinados no hemograma sao a contagem total e
diferencial de leucocitos como se pode ver na Tabela 7. Para determinar estes parametros
adiciona-se a amostra um reagente que lisa os eritrocitos e mantem a integridade dos
leucocitos. No entanto, ha fatores que podem afetar a contagem dos leucocitos, tais como, a
presenca de progenitores nucleados dos eritrocitos, a lise ineficiente dos eritrocitos e a

presenca de coagulos (26).
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Tabela 7 - Parametros leucocitarios e correspondentes definigdes, métodos/formulas, valores de referéncia e
unidades.

Método Valores
Parametro Definicao de Unidades
[Formula A .
referéncia
Cont
:or::;gdeem Quantidade de leucocitos Citometria de 40-11.0 X103/l
. num pL de sangue. fluxo
leucocitos
Contagem de Quantidade de neutrdfilos Citometria de 2,5-7,5 x103/pL
Neutréfilos num pL de sangue. fluxo 45-70 %
Contagem de Quantidade de linfocitos Citometria de 1,5-3,5 x103/uL
Linfécitos num pL de sangue. fluxo 20-40 %
Contagem de Quantidade de monécitos Citometria de 0,2-0,8 x103/pL
Mondcitos num pL de sangue. fluxo 3-10 %
Contagem de Quantidade de eosinofilos Citometria de 0,04-0,4 x103/uL
Eosinofilos num pL de sangue. fluxo [-5 %
Contagem de | Quantidade de baséfilos num Citometria de 0,01-0,1 x103/uL
Basofilos pL de sangue. fluxo 0-2 %

Parametros Plaquetares

Os parametros plaquetares do hemograma sao a contagem de plaquetas, o volume
plaquetar médio e a dispersao do volume plaquetar, como descrito na tabela 8. Estes
parametros podem estar alterados em determinadas condiges tais como a agregagao
plaquetaria, que diminui o valor da contagem de plaquetas, ou a existéncia de eritrocitos

microciticos, que aumenta o valor de contagem de plaquetas (26).

Tabela 8 - Parimetros plaquetares e correspondentes definicbes, métodos/formulas, valores de referéncia e
unidades.

Paraimetro Definicao Método Valor:a S ¢?e Unidades
/Formula referéncia
tidade d
Contagem de Quantidade de Citometria de x103/uL
plaquetas num pL 150-450
Plaquetas fluxo
sangue.
Volume Paquetar Volume médio das Citometria de iL
médio (MPV) plaquetas. fluxo
P t d
Dispersdo do volume ferc~en agem ce Citometria de
variacao do volume %
plaquetar (PDW) fluxo
das plaquetas.

Contagem de Reticulocitos

Os reticuldcitos sao as células de linhagem eritocitaria que antecedem os eritrocitos.
Estas células sao anucleadas com citoplasma policromatofilo e possuem RNA precipitado no

citoplasma.
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Para fazer a contagem de reticulécitos adicionam-se 20 pL de sangue total em EDTA
para um tubo com corante azul-de-metileno, de modo a corar as estruturas internas das
células; esta mistura € analisada pelo citometro e o valor é dado em percentagem consoante
o valor de contagem de eritrocitos da mesma amostra.

Este parametro analitico tem elevada importancia em situagoes de anemia pois reflete

a capacidade de eritropoiese na medula ossea (26).
Hemoglobina A,c

Num adulto normal existem varios tipos de hemoglobina que diferem umas das outras
nas cadeias polipeptidicas. Sao conhecidos pelo menos trés tipos de hemoglobinas: a Hb A, a
HbA, e a HbF (27).

A hemoglobina A é a predominante nos eritrocitos, constituindo 97% da sua
hemoglobina total, mas esta também apresenta diversas fragoes como a HbA,. A hemoglobina
A, representa 7% da hemoglobina A que circula no organismo e esta divide-se em fragoes.
Uma das fragoes de hemoglobina A, é a hemoglobina Ac (27).

A hemoglobina A c é usada como marcador de glicose no sangue em pessoas com
diabetes mellitus, pois tem uma molécula de glicose ligada ao terminal valina de uma ou das
duas cadeias B da hemoglobina que permite relacionar a quantidade de glicose ligada a
hemoglobina com as concentragoes de glicose no sangue num intervalo de 3 meses (tempo

de vida dos eritrocitos) (28).
Adams HA-8160 HbAIC

Para determinar a hemoglobina glicada no laboratoério do Centro de Saude Militar de
Coimbra usa-se o Adams HA-8160 HbA | C da Arkray. Este autoanalisador usa a cromatografia
liquida de troca catidnica em fase reversa com método colorimétrico de detegao
(comprimento de onda 415 nm) (29).

A cromatografia de troca idnica baseia-se na troca de ides entre uma fase estacionaria
carregada, normalmente constituida por particulas de resina ou silica e uma fase movel com a
carga contraria a fase estacionaria, sendo o soluto separado consoante a sua carga iénica. Para
manter a eletroneutralidade existem contranides proximos a fase estacionaria, que trocam
eletroes com os solutos que estao na fase movel. De modo a libertar os solutos da fase
estacionaria adiciona-se um eluente que muda o pH da fase mével, a forga idnica ou os dois

(30).
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Neste caso usa-se a cromatografia de troca cationica, por isso tanto a fase estacionaria
como o soluto estao carregados negativamente e a fase movel esta carregada positivamente

(30).
Velocidade de Sedimentac¢ao Globular

A velocidade de sedimentagao globular determina a velocidade de sedimentagao dos
eritrécitos no plasma durante uma hora.

Este parametro, apesar de ainda usado, é inespecifico pois é facilmente alterado por
fatores como a concentragao plasmatica de moléculas proteicas grandes ou o tamanho e
conteido dos eritrécitos. E usado para o diagnéstico de patologias como a polimialgia
reumatica, o linfoma de Hodgkin, a policitemia vera e anemia severa e é considerado um
marcador da inflamagao, pois aumenta muito nas doengas inflamatorias sistémicas, neoplasias,
na gravidez e no mieloma multiplo (devido ao fenémeno de rouleaux) (31).

No laboratério do Centro de Saude Militar de Coimbra usa-se o aparelho Sedi-15 da
Becton Dickinson que se baseia no método Westergren. O processo inicia-se com a
homogeneizacao do sangue num tubo com citrato de sédio, de seguida a sedimentagao é
avaliada. Esta determinagao demora aproximadamente 20 minutos, mas é convertida por um
algoritmo sendo o resultado final equivalente a velocidade de sedimentagao realizada pelo

método convencional (60 minutos) (32).
Hemostase

A hemostase é o processo de equilibrio entre os mecanismos procoagulantes,
anticoagulantes e de fibrindlise quando ocorre lesao vascular. Este processo implica a interagao
entre a parede dos vasos sanguineos, as plaquetas da circulagao periférica e os fatores de
coagulagao. Consequentemente necessita de ser extremamente controlado de modo a evitar
a coagulagao excessiva (tromboses) e de modo a eliminar os codgulos apds a reparagao do
tecido.

A hemostase esta divida em trés fazes: a hemostase primaria, a coagulagao/ hemostase
secundaria e a fibrindlise.

A hemostase primaria comega quando se da a lesao vascular e, consequentemente, a
vasoconstri¢cao da zona envolvente levando a diminuicao do fluxo sanguineo. As plaquetas e
os fatores de coagulagdo sao ativados por contacto havendo adesao plaquetdria no tecido
conjuntivo exposto mediada pelo fator Von Willebrand (VWF). O colagénio e a trombina,
produzidos pelos fatores tecidulares na lesao, promovem a agregagao das plaquetas para estas

libertarem o conteudo dos seus granulos e ao mesmo tempo ativar as prostaglandinas
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plaquetarias que levam a formagao de tromboxano A2. O tromboxano A2 e a adenosina
difosfato (ADP) promovem a continua agregacao das plaquetas da circulagao sanguinea até se
formar um tampao hemostatico que cobre toda a area lesada. Este mecanismo tem como

objetivo controlar temporariamente o sangramento (33).
Coagulacao

A coagulagao € iniciada quando o fator tecidular, libertado pelo tecido vascular lesado,
interage com o fator Vlla formando o fator extrinseco, este vai ativar os fatores IX e X. O
fator X vai formar pequenas quantidades de trombina, pois o seu cofator nao esta ativado.
Esta via (via extrinseca) € inibida pelo inibidor da via do fator tecidular (TFPI) pois este liga-se
ao fator tecidular, ao fator Vlla e ao fator X formando um complexo. A pequena quantidade
de trombina que foi produzida serve para iniciar a via intrinseca, pois ativa o fator VIl e o fator
V. O fator Vllla e o fator IXa na presenca de calcio ativa maior quantidade de fator X que com
fator Va, fosfolipidos e calcio formam uma grande quantidade de trombina. A trombina atua
sob o fibrinogénio formando monémeros de fibrina. Os monémeros de fibrina ligam-se por
pontes de hidrogénio e o fator Xllla (ativado por trombina e calcio) estabiliza estas ligagcoes

formando ligagoes covalentes (33).

Tabela 9 - Fatores de coagulagao (33).

Nuimero do fator Nome descritivo Forma ativa
I Fibrinogénio Subunidade fibrina
Il Protrombina Serina protease
1l Fator tecidular Recetor/cofator
\ Fator labil Cofator
)l Proconvertina Serina protease
Viil Fator antihemofilico Cofator
IX Fator Christmas Serina protease
X Fator Stuart-Prower Serina protease
Xl Antecedente plasmatico da tromboplastina Serina protease
Xl Fator Hageman/ de contacto Serina protease
X1l Fator estabilizador de fibrina;Fator de Transglutaminase;Serina
Fletcher;Fator Fitzgerald. protéase;Cofator
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Figura 28 - Cascata de coagulagao (33).

Fibrinodlise

A fibrinodlise é o processo de eliminagao do excesso de fibrina de modo a impedir o
comprometimento do fluxo sanguineo. Neste mecanismo o plasminogénio é convertido em
plasmina através de ativadores provenientes da parede vascular (via intrinseca) e dos tecidos
(via extrinseca).

Este processo comega com a libertagao do ativador tecidular do plasminogénio (TPA),
uma serina protéase das células endoteliais, que é produzido apds a Proteina C inibir os
inibidores plasmaticos do TPA. O TPA liga-se a fibrina, formada por coagulagao, ativando o
plasminogénio e este vai formar a plasmina. A plasmina é responsavel por degradar a fibrina,
o fibrinogénio, o fator V e o fator VIII.

Para parar a fibrindlise é preciso inativar o TPA, inibir a ligagao do plasminogénio a
fibrina e inativar a plasmina circulante. Assim a trombina é libertada ativando o inibidor da
fibrinolise por trombina (TAFI), que impede a ligagdo do plasminogénio a fibrina e
consequentemente inibindo a produgao de plasmina. Além disso sao libertados o inibidor do
ativador do plasminogénio (PAI) que inibe o TPA e 02- antiplasmina e 02-macroglobulina que

inibem a plasmina da corrente sanguinea (33).
Provas de Coagulacao

As provas de coagulagao tém muita importancia tanto para o diagnostico de doencgas
que alteram o sistema hemostatico como para o acompanhamento de terapias anticoagulantes.
No laboratério do Centro de Salde Militar de Coimbra determina-se o tempo de

protrombina, o tempo de tromboplastina parcial ativada e faz-se a quantificacao de
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fibrinogénio no aparelho semiautomatico Yumizen G400 da Horiba, que utiliza os métodos

coagulométrico e turbidimétrico.
Tempo de Protrombina (TP)

Esta prova de coagulagio tem como objetivo avaliar a via extrinseca da coagulagao
nomeadamente os fatores V, VI, X, a protrombina Il e o fibrinogénio. Normalmente o tempo
de protrombina esta elevado em casos de deficiéncia de vitamina K, doengas hepaticas e em
terapias com anticoagulantes a base de varfarina.

Para determinar o tempo de protrombina junta-se plasma em citrato de sédio e
tromboplastina tecidular ou fator tecidular a uma temperatura de 37°C e adiciona-se calcio.
O resultado pode ser apresentado em segundos, em percentagem ou razao normalizada
internacional (INR).

A Razao normalizada internacional é uma féormula instituida pela Organizagao Mundial
de Saude (OMS) de modo a padronizar o controlo do tratamento com coagulantes. Assim, o
INR é a razao entre o TP da amostra e o TP do controlo elevado ao indice de sensibilidade
internacional (ISI) e o seu valor de referéncia é entre 0,9 e | numa pessoa normal. O IS| é o
valor de comparagao entre o reagente de tromboplastina usado e a tromboplastina padrao
(33).

INR = TP amostra Is1
N (TP controlo)

Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (APTT)

Esta prova de coagulagao tem como objetivo avaliar a via intrinseca da coagulagao
nomeadamente os fatores VIII, IX, Xl e XIl, mas também avalia os fatores V e X, a protrombina
e o fibrinogénio. O APTT pode encontrar-se elevado devido a deficiéncia ou presenga de
inibidores dos fatores da via intrinseca ou em terapias anticoagulantes com heparina.

Para determinar o APTT adiciona-se ao plasma em citrato de sédio a 37°C um
fosfolipido que substitui as plaquetas, cloreto de calcio e um ativador de superficie. O

resultado é dado em segundos (33).
Quantificacdao do Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma globulina sintetizada no figado que quando ativado pela trombina
forma fibrina. E a sua quantificacdo é importante no estudo de patologias como
afibrinogenemia congénita, hipofibrinogenemia, coagulagao intravascular disseminada,

fibrinodlise e doengas hepaticas.
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Para fazer a quantificagao do fibrinogénio faz-se o ensaio cronométrico de Clauss.
Neste ensaio adiciona-se trombina ao plasma em citrato de sodio para formar fibrina. A
concentragao de fibrinogénio na amostra € inversamente proporcional ao tempo necessario
para formar o coagulo de fibrina. Os valores normais para este ensaio variam entre 150 e 400

mg/dL (33).
Imunohematologia

As células apresentam na sua superficie antigénios especificos, assim o sangue de cada
pessoa € agrupado consoante os antigénios presentes na superficie das células sanguineas. A
tipagem do sangue consoante estes grupos tem extrema importancia em casos de transfusoes,
transplantes e em casos de gravidez em que a mae é Rh negativo pois previnem reagoes de
incompatibilidade feto-materna.

No laboratério do Centro de Saide Militar de Coimbra faz-se a determinagao dos

sistemas ABO e Rh.
Sistema ABO

O sistema ABO trata-se de um grupo antigénios presentes na maior parte das células
do organismo humano, incluindo nos eritrocitos, leucocitos e plaquetas. Estes antigénios sao
glicoproteinas que se distinguem uns dos outros pela diferenga nos residuos terminais de
agUcar. Este grupo compreende dois antigénios diferentes: o antigénio A e o antigénio B (34).

Quando um individuo nao tem estes antigénios ou apresenta apenas um deles
desenvolve anticorpos contra os antigénios em falta, dai a importancia da determinagao do
grupo sanguineo do sistema ABO. Assim sendo existem quatro tipos de sangue possiveis: o
tipo A, o tipo B, o tipo AB e o tipo 0. O tipo sanguineo A apresenta apenas antigénios A e
anticorpos anti-B, o tipo B apresenta apenas antigénios B e anticorpos anti-A, o tipo AB
apresenta antigénios A e antigénios B e por isso nao tem anticorpos, por outro lado o tipo 0

nao apresenta antigénios e consequentemente tem anticorpos anti-A e anti-B (Tabela 10) (34).

Tabela 10 - Tipos sanguineos e os seus antigénios e anticorpos.

Tipo de Sangue Antigénio A Antigénio B Anticorpo anti-A | Anticorpo anti-B
A © » » ©
° * & 9, x
he © 9 » »®
° % % © 9,
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Os anticorpos de individuos que nao possuem antigénios A ou B ou os dois
normalmente sao da classe IgM. Ainda assim, quando sao introduzidos eritrocitos com
antigénios que nao estao presentes num individuo criam-se anticorpos contra estes antigénios,
designados anticorpos imunes, que sao maioritariamente IgG e que permanecem durante
longos periodos de tempo e criam memoria imunologica. Assim, a jungao de dois tipos de

sangue diferentes pode provocar reagoes transfusionais levando a morte (34).
Sistema Rhesus (Rh)

Este sistema é constituido por dois genes estruturais que se relacionam entre si, o gene
RhD e o gene RhCE. Os dois genes codificam as glicoproteinas membranares dos antigénios
D, Cc e Ee. O gene RhD codifica o antigénio D que pode estar presente ou nao nas membranas
dos eritrécitos conferindo um fenétipo RhD positivo ou RhD negativo nos eritrocitos.

O antigénio D é o antigénio deste sistema com maior importancia clinica pois
individuos RhD negativos quando em contacto com eritrocitos com antigénio D criam
anticorpos anti-D levando a incompatibilidade sanguinea. O exemplo mais comum na clinica é
gravidas RhD negativas que sao expostas a células sanguineas fetais com antigénio D e entram

em incompatibilidade sanguinea (34).
Determinaciao dos Grupos Sanguineos

No laboratorio do Centro de Saude Militar de Coimbra a determinagao dos grupos
sanguineos é feita através da prova celular, que consiste em adicionar reagentes com os
anticorpos anti-A, anti-B e anti-D ao sangue e observar se existe aglutinagao. Se o sangue
aglutinar com algum dos reagentes é porque o sangue tem oOs antigénios correspondentes

como indicado na Tabela I | (34).

Tabela Il - Reagido dos grupos sanguineos aos reagentes com anticorpos A, B e D. Coagulagio indica
positividade, o sangue coagula em contacto com o reagente. Negativo indica que o sangue n3o coagula em
contacto com o reagente (34).

Grupo sanguineo Anti-A Anti-B Anti-D

A+ Aglutinagao Negativo Aglutinagao

A- Aglutinagao Negativo Negativo
B+ Negativo Aglutinagao Aglutinacao

B- Negativo Aglutinagao Negativo
AB+ Aglutinagao Aglutinagao Aglutinagao

AB- Aglutinagao Aglutinagao Negativo
0+ Negativo Negativo Aglutinagao

0- Negativo Negativo Negativo
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Coloracao e Observacao de Esfregacos de Sangue Periférico

A observagao de esfregagos de sangue tem extrema importincia pois permite
confirmar os dados fornecidos pelo hemograma e permite muitas vezes obter dados para
diagnosticar patologias. Na observagao destes esfregacos quantifica-se e avalia-se a morfologia
das células sanguineas (35).

No laboratério da CSMC apenas sao preparadas laminas quando existe um pedido do
estudo morfolégico do sangue por parte dos médicos ou se o hemograma obedecer a pelo
menos um dos seguintes critérios:

® Inversao de formula igual ou superior a 10%;

e Qualquer inversio de férmula, quando os leucécitos sio superiores a 8x10%/uL;
e Mondocitos superiores a |5%;

e Basofilos superiores a 2%;

e RDW superior a |5;

e RDW superior a 14 se as constantes eritrocitarias estiverem alteradas;

e Plaquetas inferiores a 150x10°/pL;

e Hemoglobina inferior a 12 g/dL nos homens e | | g/dL nas mulheres;

e Outras situagoes nomeadamente, alarmes do aparelho ou leucocitoses elevadas.

Preparacao do Esfregaco Sanguineo

A preparagao do esfregago sanguineo € uma técnica que requer cuidado e pratica pois
€ crucial para uma boa observagao das células sanguineas, sendo assim é importante fazer dois
esfregacos de sangue para a mesma amostra.

Para preparar um esfregago sanguineo:

I. Usa-se uma lamina devidamente limpa e uma lamela ou lamina para permitir uma
melhor distribuicao da amostra pela lamina.

2. Coloca-se uma pequena gota de sangue no eixo central da lamina a cerca de | cm de
uma das suas extremidades.

3. Coloca-se a extremidade da lamela ou da segunda lamina em contacto com a primeira
lamina, que deve estar apoiada numa superficie horizontal, um pouco a frente da gota
de sangue, criando um angulo de 30° a 40° entre as duas.

4. Faz-se retroceder a lamina ou lamela até que entre em contacto com a gota de sangue
e este flua rapidamente por todo o comprimento da zona de contacto entre as duas

laminas.
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5. Faz-se avangar a lamina ou lamela rapidamente ao longo de todo o comprimento da
lamina horizontal.
6. O esfregaco seca rapidamente ao ar, procedendo-se seguidamente a coloragao do

mesmo (35).
Colorac¢ao May-Griinwald-Giemsa

No laboratorio do CSMC utiliza-se a coloragao de May-Griinwald-Giemsa para os
esfregagos sanguineos, embora também se possa usar a coloragao de Wright.

Para fazer esta coloragao o primeiro passo é fazer a solugao corante. Esta solugao
consiste na jungao de uma parte de corante Giemsa, duas partes de corante May-Griinwald e
trés partes de agua tamponada. Esta solucao deve ser preparada todos os dias.

Para fazer a coloragao propriamente dita devemos primeiro cobrir a lamina com
metanol e aguardar 3 minutos, de seguida removemos o metanol e cobrimos a lamina com a
solugao corante e esperamos 2 minutos, por fim lavamos a lamina com agua destilada e

deixamos secar ao ar (35).
Observaciao do Esfregaco Sanguineo

Apos a lamina estar seca pode observar-se ao microscopio otico. Para avaliar as células
sanguineas usa-se a objetiva 100x com o6leo de imersao.

Na observagao ao microscopio analisa-se a morfologia dos eritrocitos e das plaquetas,
verificamos se existem agregados plaquetares e fazemos a férmula leucocitaria consoante a
informagao do hemograma.

A formula leucocitaria consiste na contagem diferencial dos leucécitos no esfregago
sanguineo usando um contador manual (Figura 29). Devem-se contar entre 100 e 200
leucocitos no terminal da [amina, a cauda, mas numa zona em que nao haja aglutinagao dos
eritrocitos. Além disso deve-se fazer a contagem em “zig-zag” de modo a nao contar a mesmas

células duas vezes como se pode ver na Figura 30.

.‘ o A T O m
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Figura 29 - Contador manual de leucécitos. Figura 30 - Contagem em “zig zag”.
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Caso Clinico |

Uma mulher de |7 anos apresenta os seguintes resultados laboratoriais:

Tabela 12 - Hemograma da paciente do Caso Clinico |.

HEMOGRAMA
Eritrograma
Eritrécitos 5,08 x10"2/L 4.00-5.20
Hemoglobina 10,5 gdL 12-16
Hematécrito 35,0 % 38-52
VGM 69 fL 80-99
HGM 20,7 pg 27.0-33.0
CHGM 300 g/L 300-360
RDW 14,0 % <15.0
Trombocitograma
Plaquetas 254  x10°L 150-400
VPM 104 fL 7.0-13.0
PDW 20,0 fL 9.0-17.0
Leucograma
Leucdcitos Totais 6,21 x10°/L 4-10
Neutrofilos Segmentados 54,6 % 3,39 x10%/L 1.8-7.6 x10%L
Eosinéfilos 0,5 % 0,03 x10°/L 0.04-0.5 x109L
Basofilos 1.3 % 0,08 x10°/L 0.01-0.1 x10%L
Linfocitos 378 % 2,35 x10%/L 1.2-4  x10%L
Mondcitos 58 % 0,36 x10°/L 0.2-1 x107/L

Apresenta os parametros eritrocitarios alterados. A hemoglobina, o hematocrito, o
volume globular médio e a hemoglobina globular média estao diminuidos.
Como a hemoglobina é inferior a || g/dL faz-se o esfregago sanguineo para observar

ao microscopio.

Figura 31 - Esfregaco sanguineo da paciente do Caso Clinico .

Como se pode observar na Figura 31, o esfregaco apresenta anisocitose e

poiquilocitose com predominancia de eliptécitos e anisocromia.
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Por se tratar de uma anemia microcitica podemos colocar em hipotese:

e Anemia por deficiéncia de ferro;

e Anemia sideroblastica congénita;

e Anemia das doencas cronicas;

e Talassemia ou outras hemoglobinopatias.

Os valores relacionados com o metabolismo do ferro (ferro, ferritina e transferrina)
encontram-se dentro dos parametros normais, por isso mandou-se o sangue para outro
laboratério para fazer o perfil eletroforético da hemoglobina.

Revelou-se que a mulher de 17 anos tém Talassemia.

A talassemia é a causa de anemia hereditaria mais comum no mundo. Esta patologia é
caracterizada pela diminui¢ao da producao ou pela nao produgao das globulinas alfa ou beta
que constituem a hemoglobina (36).

A talassemia pode ser a-Talassemia ou -Talassemia consoante a globulina que nao é
produzida. Na a-Talassemia as globulinas afetadas sao as globulinas o e na B-Talassemia sao as
globulinas 3 (36).

A B-talassemia divide-se em B-Talassemia minor ou heterozigota, B-Talassemia major
ou homozigota e Talassémia intermédia. Na P-Talassémia minor apenas um dos genes 3 do
cromossoma || é afetado e consequentemente nao apresenta significado clinico. Na -
Talassémia major ambos os genes [} estao afetados e nenhum dos dois ¢ silenciado pelo que
no primeiro ano de vida, quando a sintese de hemoglobina fetal (HbF) diminui ha anemia
hemolitica severa por precipitagao das globulinas o nos eritrocitos, que leva a estimulagao da
eritropioese e a absor¢ao de ferro a nivel intestinal que combinado com o ferro acumulado
proveniente das transfusoes de sangue vai provocar doenga hepatica, complicagoes endocrinas
e cardiomiopatia induzida por ferro podendo levar a morte. A talassemia intermédia apresenta
ambos os genes B mas pelo menos um deles é silenciado pelo que as caracteristicas
hematolodgicas sao normais (quando os dois genes sao silenciados) ou apresentam formas leves
de talassémia (quando um dos genes é silenciado) (36).

O gene a esta presente em varios tipos de hemoglobina como a HbA, a HbF e HbA; e
ao contrario do gene P existem quatro genes o. Assim pode dividir-se em quatro tipos
consoante os genes afetados: dois estados de portador, a doenga da hemoglobina H e a
hidropsia fetal. O estado portador ocorre por delecao de apenas um dos quatro genes o e
consequentemente os individuos com esta condi¢gao normalmente nao apresentam alteragoes
fenotipicas. Quando ha delegao de dois genes ocorre anemia ligeira, hipocromica e microcitica
mas a HbA, e a Hb F apresentam valores normais. A doenga da hemoglobina H caracteriza-se

por apenas um gene o ser funcional, consequentemente ha excesso de globulinas 3 que
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formam tetrameros, a hemoglobina H, que por ser instavel precipita nos glébulos vermelhos
provocando aumento do bago (os globulos vermelhos sao destruidos no bago), anemia
hemolitica microcitica e hipocromica, ictericia e deformagao ossea. A hidropisia fetal ou a-
talassemia major € a variante mais grave das talassemias, nesta nenhum dos genes o é funcional
e consequentemente nao ha produgao de globulinas o e nao ha produgao de hemoglobina fetal
nem hemoglobina A, esta condi¢cao é incompativel com a vida e os fetos sao natimortos ou

morrem apoés o parto (37).
Caso Clinico 2

Uma mulher de 48 anos.

Tabela 13 - Hemograma da paciente do Caso Clinico 2.

Os parametros leucocitarios estao alterados, os leucocitos totais estao muito
aumentados e existe uma alteragao de férmula significativa pelo que é necessario fazer um

esfregaco sanguineo.

Figura 32 - Esfregaco sanguineo da paciente do Caso Clinico 2.
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Como se observar na Figura 32 o esfregaco esta de acordo com o hemograma. Existe
linfocitose e podem observa-se manchas de Gumprecht que sao caracteristicas da Leucemia
Linfocitica Crénica (LLC).

A LLC é uma patologia neoplasica de linfécitos B que se acumulam no sangue periférico,
medula 6ssea, nodulos linfaticos e bago. Comega por ser uma expansao policlonal de linfocitos
B CD5 que, por influéncia de agentes mutacionais, transforma-se em proliferagao monoclonal
e que, por inibicao da apoptose, faz com que estes se acumulem (38).

As principais caracteristicas desta patologia em doentes sintomaticos sao adenopatias
generalizadas, fadiga e perda de peso. Para individuos assintomaticos o mais comum é

linfoadenopatias, esplenomegalia, hepatomegalia, anemia e trombocitopenia (38).
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Bioquimica

No Laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra o setor
de bioquimica partilha o mesmo espaco que os setores de imunologia e toxicologia, pois todas
as metodologias destes setores sao executadas no mesmo aparelho, o Arquitect ci8200 da
Abbott Diagnostics. Este equipamento esta divido em dois médulos, um para bioquimica e
outro para imunologia.

De seguida sao apresentadas as tarefas realizadas neste laboratério e os seus

fundamentos.
Avaliaciao do Equilibrio Hidro - Eletrolitico

A manutengao da homeostase da agua é indispensavel a vida. No ser humano a
manutengao da pressao osmotica e distribuicao da agua nos diferentes compartimentos do
corpo sido maioritariamente regulados por quatro eletrdlitos: o sédio (Na*), o potéssio (K),
o cloreto (CI') e o bicarbonato (HCOjy). Este grupo de eletrolitos tem como fungao manter
o pH, participar nas reagoes de oxidagao-redugao e como cofatores de diversas enzimas, para
além da, ja referida, manutencao da homeostase (39).

Os eletrolitos interferem em quase todos os processos metabdlicos e por isso o seu
desequilibrio € muitas vezes a causa ou consequéncia de diversas patologias. Assim, a
determinagao da concentracio dos eletrolitos € essencial para a interpretacio da

osmolaridade e de valores acido-base anormais (39).
Equilibrio Hidro - Eletrolitico

O equilibrio hidro- eletrolitico tem como principal objetivo manter a distribuicao de
fluidos equilibrada, como foi referido anteriormente (40).

A 3gua do corpo humano esta distribuida entre o compartimento intracelular e o
compartimento extracelular que estio separados pela membrana citoplasmatica e o
compartimento extracelular é dividido em dois sub-compartimentos: o compartimento
intersticial e o compartimento intravascular, que estao separados pelas células endoteliais (40).

O fluido intracelular tem uma composicgao variavel dependendo da fungao das células,
mas os seus principais componentes sao agua, proteinas, potassio e magnésio e ¢ o fluido com
maior percentagem de agua do corpo (40).

O plasma é constituido principalmente por agua, sodio, cloreto, bicarbonato e contém
proteinas (40).

O fluido intersticial € um ultrafiltrado do plasma pois as células endoteliais atuam como

uma membrana semipermeavel que permite a passagem de agua e eletrolitos, mas impede a
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passagem de moléculas com elevada massa molecular como as proteinas. Assim sendo, a sua
composicao ¢é idéntica a do plasma, mas nao contém proteinas (40).

O plasma e o fluido intersticial sao idénticos na sua composi¢ao, mas diferem bastante
do fluido intracelular. Esta diferenca é devida ao transporte ativo e passivo dos ides. O sodio
é transportado ativamente para o meio extracelular, devido ao gradiente eletroquimico,
através da bomba Na'/K’-ATPase e, consequentemente, o potissio vai para o meio
intracelular; na membrana também hd a troca iénica entre o Na* e o H* para que o ido
hidrogénio saia do meio intracelular para o meio extracelular de modo a manter o pH e o
volume celular (40).

Sédio (Na’)

O sddio é o eletrolito presente em maior concentragao no liquido extracelular, sendo
por isso responsavel por quase metade da forga osmotica do plasma e, consequentemente,
pela manutengao da distribuicio normal da agua e pela pressio osmotica do liquido
extracelular (39).

Diariamente sao absorvidas 8 a 15g de NaCl no trato gastrointestinal, mas o corpo
nao necessita de toda a quantidade de sal absorvida pelo que o excedente é eliminado a nivel
renal. Nos rins o Na" é filtrado nos glomérulos, mas grande parte é reabsorvido ativamente
nos tubulos proximais e na ansa de Henle em conjunto com o CI" e a agua, que vai sempre
para o compartimento com maior osmolaridade. Nos tubulos distais, quando ha estimulagao
dos sistemas de troca Na'/ K" e Na'/H" pela aldosterona, o Na" é reabsorvido diretamente
para manter a eletroneutralidade e o CI" acompanha o sédio (39). A aldosterona é secretada
através do sistema renina- angiotensina- aldosterona que é ativado quando existe diminuigao
da pressao sanguinea no sistema justaglomerular ativando os granulos de renina presentes nas
células justaglomerulares e, consequentemente, estimulando a secrecao de angiotensina Il que
promove a libertagao de aldosterona e a vasoconstrigao (40).

A alteragio da homeostase do sédio é provocada por desequilibrios do Na* ou por
desequilibrios da agua, pois estes estao estritamente relacionados. As patologias associadas ao
desequilibrio do sodio sao designadas por hiponatrémias, quando a concentragao plasmatica
de sodio diminui, e hipernatrémias, quando a concentragao plasmatica de sédio aumenta (40).

A hiponatrémia pode estar associada ao plasma hiposmético, isosmoético ou
hiperosmotico. Na Figura 33 podem observar-se as diferentes causas da hiponatrémia,
nomeadamente insuficiéncia renal, insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose, sindrome

nefrotica, uso excessivo de diuréticos, deficiéncia mineralocorticoide, alcalose metabdlica,
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acidose tubular, rim poliquistico, nefrite intersticial cronica, obstrucao renal, vomitos e

diarreia e queimaduras e sudurese (40).

Osmolaridade
do plasma

Normal Diminuida Aumentada

Pseudohiponatrémia:
hiperlipidémia Volémia
hiperproteinémia

Hiperglicémia
Urémia Manitol

Hipervolémia Normal Hipovolémia
Diuréticos
Na* urinario Hipotiroidismo Na* urindrio
Hipoadrenalismo
I_I_I I
| |
>20 mmol/L <10 mmol/L >20 mmol/L <10 mmol/L
I— Isuﬁuer;qa Insuficiéncia Diuréti Vémitos e
rena cardiaca lureticos diarreia
congestiva Defeciéncia .
: mineralocorticoide Queimaduras e
Cirrose sudurese
Sindrome Alcalose metabdlica
nefrotica — Acidose tubular

Rim poliquistico

Nefrite intersticial
cronica

Obstrugao

Figura 33 - Esquema representativo das principais causas da hiponatrémia (40).

A hipernatrémia, ao contrario da hiponatrémia, é sempre hiperosmolar, ou seja, esta
associada a hipovolémia ou volémia normal. Na Figura 34 podem observar-se as diferentes
causas de hipernatrémia, nomeadamente hiperaldosteronismo, sindrome de Cushing, terapia
com fluido intravenoso hiperténico, diabetes insipidus, perda de sédio pelos pulmoes ou pele,
diurese osmética, terapia diurética com pouca ingestio de agua, perda gatrointestinal com

pouca ingestiao de agua e perda pela pele e pouca ingestao de agua (40).
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Volémia

Hipervolémia Normal Hipovolémia

Osmolaridade da

i i : Na* urinario
Hiperaldosteronismo urina

Sindrome de Cushing

Terapia com fluido [ ] I 1

intravenoso
hiperténico <800 mOsm/ Kg >800 mOsm/ Kg >20 mmoliL <10 mmoliL
Diabetes insipidus Perda insensivel F.’erdav
- . - gastrointestinal e
central ou pelos pulmoes ou | | Diurese osmética | . ~
. pouca ingestao de
nefrogénico pele \
agua
Terapia diurética Perda pela pele e
— com pouca ingetao| ] pouca ingestao de
de agua agua

Figura 34 - Esquema representativo das principais causas da hipernatrémia (40).

Potassio (K+)

O potassio é o iao presente em maior quantidade no meio intracelular. A sua elevada
concentracio celular deve-se a bomba Na'/K*- ATPase que faz com que o sddio saia para o
meio extracelular e o potassio entre no meio intracelular. O gradiente de concentragao
gerado por esta bomba é fundamental para os impulsos nervosos e para a contractilidade dos
musculos (39).

O corpo humano requere a ingestio de 50 a 150 mmol de potassio por dia. O K" é
absorvido no trato gastrointestinal e é distribuido pelo corpo, mas a maioria é excretado a
nivel renal. Nos rins, o potassio € filtrado no glomérulo e a maior parte é reabsorvido nos
tubulos proximais para ser secretado nos tubulos distais na troca idnica com o sédio por
influéncia da aldosterona. Esta secregao de potassio nos tubulos distais é regulada pela ingestao
de Na" e K, pela concentragdo plasmitica de mineralocorticoides e pelo equilibrio acido-base
(39).

O potassio encontra-se em pequenas quantidades no meio extracelular
comparativamente ao meio intracelular, apesar disso a concentragao de potassio plasmatico é
um bom indicador da sua quantidade nos restantes compartimentos. A diminuicao da
quantidade de potassio pode levar a fraqueza muscular, irritabilidade e/ou paralisia; o aumento
da quantidade deste iao pode levar a confusao mental, fraqueza, formigueiro, paralisia das
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extremidades e fraqueza dos musculos respiratorios. Posto isto torna-se fundamental
determinar a concentragao de potassio no plasma de modo a encontrar as causas destes
aumentos e diminuicoes.

A hipocaliémia, ou seja, a diminuigao da concentragao de potassio no sangue pode ser
devida a diminui¢io da ingestio de K ou a perda deste. Na Figura 35 estio enumeradas as
principais causas da hipocaliémia, sendo de destacar a acidose tubular do tipo | ou I, necrose
tubular aguda por toxicidade da anfotericina B ou hipomagnesémia, excesso

mineralocorticoide ou glucocorticoide, excesso de diuréticos, vémitos e uso de penicilinas.

Redistribui¢io Defeciéncia de
do K* K*

Resposta insinuante -
K* na urina de

Alcalose 24h
Pseudohipocaliemia por T
excesso de [ |
catecolaminas ou -
adrenergicos > 25 mmol/dia < 25 mmol/dia
Hipotermia
Paralesia hipocalémica
periodica Perda
' Perda Renal
extrarenal
1
| | |
Necrose tubular Diminuicao da
. o aguda por toxicidade Alcalose ingestao
Acid m li . T
cidose metabolica da anfotericina B ou metabdlica
hipomagnesémia.
I_ ACIdose' Cl- na urina
tubular do tipo 24h
loull
1
| |
> |0 mmol/ dia < |0 mmol/ dia
~ Excesso Diuréticos
mineralocorticoide .
- — Vomitos
Excesso o
Penicilinas

glucocorticoide

Figura 35 - Esquema representativo das principais causas da hipocaliémia (40).

A hipercaliémia, aumento da concentragao de potassio no sangue, é a consequéncia da
redistribuicio, aumento da ingestio de K’ ou aumento da sua retengdo. Na Figura 36
descrevem-se as causas da hipercaliémia sedo estas hemolise, trombocitose, leucocitose,
excesso de suplemtento de K*, transfusio sanguinea, necrose tubular, elevadas doses de
penincilina, doenga de Addinson, hiperaldosteronismo hiporrenémico, inibidores dos ACE,

nefropatia obstrutiva, transplante renal, anemia falciforme, lUpus eritematoso sistémico,
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diuréticos, acidose metabdlica, desidratagao, hipoxia tecidular massiva, deficiéncia de insulina,

rabdomidlise, toxicidade digital e bloqueadores B- adrenérgicos.

. . ~ Redistribuicao
Pseudohipercalemia Retengio de K* de K* <
1
| 1
T Oliguria e Lo i 5l
Hemolise auminto & Diminuicio da Acidose metabdlica
< A . ~
Trombocitose carga de K* excregao de K Desidratacao
Leucocitose ] Hipoxia tgadular
== | - 1 1 massiva
Suplementos de eteciencia AR A
K* mineralocorticoi Defeuepqg . Diuréticos Deffauer?qa de
de tubular primaria insulina
Transfusa .
s;\gsw,l:‘s:: Rabdomidlise
H i ] Toxicidade digital
emolise | | Doencade || | Nefropatia Bl q
Necrose tecidular Addison obstrutiva :dq:;aér‘;fssﬁ'
Elevadas doses de
enicilina - -
P Hipoaldosteroni

Transplante

— smo
renal

hiporreninémico

| | Inibidores dos || | Anemia
ACE falciforme
Lupus
— eritmatoso
sistémico

Figura 36 - Esquema representativo das principais causas da hipercaliémia (40).

Cloreto (CI)

O cloreto € o aniao presente em maior quantidade no meio extracelular e tem um
papel importante na manutengao da distribuicao da agua, na pressao osmotica e no equilibro
aniao-catiao do meio extracelular (39).

E absorvido a nivel intestinal através da alimentacio. No rim é excretado
principalmente por filtragdo no glomérulo e é reabsorvido passivamente no tibulo proximal
em conjunto com o Na® e ativamente na ansa de Henle através da bomba de cloreto onde
promove a reabsorgao passiva do soédio (39).

A hipoclorémia, isto €, a diminuigao da quantidade de cloreto no sangue, esta associada
a acidose metabdlica provocada por aumento da produgao ou diminuicao da excregao de
acidos organicos, vomitos perlongados e secregao gastrica persistente. Situagoes de
hipoclorémia provocam alcalose por retengao de bicarbonato (40).

A hiperclorémia, que define o aumento da quantidade de cloreto no sangue, ocorre

como consequéncia de desidratagao, acidose tubular, insuficiéncia renal aguda, acidose
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metabolica associada a diarreia perlongada e perda de bicarbonato de sodio e alcalose

respiratoria (40).
Determinacao do lonograma

No laboratorio do Centro de Salde Militar de Coimbra a determinacao do soédio,
potassio e cloreto é feita no soro através do sistema ICT que usa o método potenciométrico.

A potenciometria baseia-se na medicao da diferenga de potencial elétrico entre dois
elétrodos de uma célula eletroquimica. A célula eletroquimica galvanica é composta por dois
elétrodos, o elétrodo de referéncia e o elétrodo indicador, submersos numa solucao
condutora de ides. O elétrodo indicador é um elétrodo cujo potencial de semirreagao
responde a alteragoes na atividade de uma espécie especifica em solugao. No elétrodo de
referéncia o potencial de semirreacdo nao se altera. Para a medicdo do ionograma
normalmente usam-se elétrodos iao-seletivos, em que a medi¢ao de potencial ocorre numa
membrana seletiva para determinado iao através da relagao logaritmica entre o potencial
gerado na interface membrana- solugao e a atividade do analito. A concentragao idnica é

calculada através da equacao de Nernst, representada na Figura 37 (41).
aA+bB +ne & cC+dD

E =E°-2,303 RT] (aC)“(ab)?
B T nF Og(aA)a(aB)b

E- Pontencial

E’- Potencial padrio de redugao

R- Constante universal dos gases = 8,314 | mol”' K!
T- Temperatura em Kelvin

n- Numero de eletroes

F- Constante de Faraday = 96485 C mol"

aA, aB, aC e aD- atividade de A, B,C e D

Figura 37 - Equagao de Nernest.

Osmolaridade

A osmose é o processo que envolve o movimento de um solvente numa membrana
em resposta a diferenca das pressoes osmoticas exercidas em ambos os lados da membrana.
A 3gua migra para o lado da membrana que tem maior concentragao de solutos e por isso

maior pressao osmotica.
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A determinagao da osmolaridade tem elevada importancia na avaliagao de disturbios
acido-base, disturbios eletroliticos e da regulagao da agua.
As substancias que mais influenciam a osmolaridade do plasma sao o sédio, o cloreto,

a glucose e a ureia sendo a osmolaridade calculada pela equagao:
mOsm/Kg = 1,86 x (Na*[mmol/L]) + glucose[mmol/L] + ureia[mmol/L] + 9

em que os 9 mmol/L representam outras substdncias osmoticamente relevantes do plasma
como o potassio, o calcio e as proteinas. A constante |,86 representa a contribuicao do sédio

e do cloreto (39).
Avaliacio do Metabolismo Osseo

O osso é composto por matéria extracelular mineralizada e uma fragao celular ou
matéria organica, que é constituida principalmente por colagénio tipo | e é mineralizada pela
deposicao de calcio e fosfato inorganicos; além disso, contém osteoclastos e osteoblastos, que
sao as principais células osseas. Os osteoclastos reabsorvem o osso e os osteoblastos
sintetizam osso novo, sendo, assim, as proporgoes relativas destas duas células determinam
que a renovagao ossea (42).

Este processo é feito em unidades de renovagao 6ssea, nao de modo aleatério, num
ciclo de renovacao que passa pelas fazes de ativagao, reabsorcao, inversao, formagao e
repouso. Neste processo os precursores dos osteoclastos fundem-se formando o osteoclasto
que reabsorve o osso por produgao de ides hidrogénio e que mobilizam minerais e enzimas
lisossomais para digerirem a matéria organica. Na cavidade de rabsorgao formada é depositada
uma linha de “cimento” por células mononucleadas. As células estromais diferenciam-se em
osteoblastos que formam o osso sintetizando a matéria organica e mineralizando a mesma.
Esta renovacao é influenciada pelo metabolismo do cilcio, do fosfato e do magnésio e por
hormonas como a hormona paratiroide (PTH) e a 1,25-dihidroxivitamina D (42).

As concentragoes de cilcio, fosfato e magnésio no plasma dependem da deposicao e

reabsorcao mineral ossea, absorcao intestinal e excregao renal (42).
Calcio (Ca?)

O calcio é o catido presente em maior quantidade no corpo humano. Na corrente
sanguinea pode encontrar-se sob trés formas diferentes, ou seja, na forma livre, ligado a
proteinas plasmaticas (principalmente a albumina) ou ligado a anides. O calcio livre é a sua

forma ativa e a sua concentragao no plasma é regulada pela PTH e pela 1,25-dihidroxivitamina
D.
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O Ca” desempenha fungdes em diversos mecanismos fisiologicos como a contragio
muscular, a secrecao hormonal, o metabolismo do glicogénio, a divisao celular, a transmissao
nervosa, a ativagao enzimatica, a coagulagao sanguinea e a mineralizagao ossea.

A hipocalcémia, ou seja, a diminui¢ao da concentragao de calcio no sangue, pode ser
provocada por diminuicao do cailcio ligado a albumina, diminuicdo do calcio livre ou pela
diminuicao dos dois. A causa mais comum de hipocalcémia é a hipoalbuminémia provocada
por insuficiéncia hepatica croénica, sindrome nefrotica, insuficiéncia cardiaca congestiva ou
malnutrigao. Outras causas da hipocalcémia sao a sindrome do osso faminto, tratamento do
hiperparatiroidismo e o tratamento para a malignidade hematoldgica.

A hipercalcémia, que define o aumento da concentragao de calcio no sangue, pode ser
provocada por aumento da absorgao intestinal, aumento da retencao renal, aumento da
reabsor¢ao ossea ou pela combinagao destes mecanismos. A principal causa de hipercalcémica
¢ o hiperparatiroidismo.

A determinacao do calcio é feita através da reacao do calcio com o corante arsenazo-
Il em solugao acida que forma um complexo azul /roxo. Depois por espetrofotometria mede-
se a absorvancia a 660 nm, sendo a absorvancia proporcional a concentragao de calcio na

amostra (42).
Fosforo (P)

O fosforo no organismo encontra-se na forma de fosfato inorganico e organico, onde
€ amplamente distribuido e importante. No plasma encontra-se na forma monovalente
(H,PO,) e na forma divalente (HPO,*) consoante o pH, mas a maioria do fosfato encontra-
se nas células ligado a acidos nucleico, fosfolipidos, fosfoproteinas e compostos de elevada
energia, como o ATP, tendo por isso grande importancia na atividade enzimatica.

A hipofosfatémia, isto &, a diminui¢ao da concentragao de fosfato inorganico no sangue,
pode ser provocada por movimentagao do fosfato do meio extracelular para o meio
intracelular, por perda renal, diminuicio da absorcao e perda de fosfato intracelular. As
principais causas de hipofosfatémia sao a secrecao ou injecao de insulina, alcalose respiratoria,
secregao excessiva de PTH, Sindrome de Fanconi e Raquitismo hipofosfatamico ligado ao
cromossoma X.

A hiperfosfatémia, ou seja, o aumento da concentragao de fosfato inorganico no
sangue, normalmente é uma consequéncia de problemas de excrecao renal como a
insuficiéncia renal, mas também pode ser causada por hipoparatiroidismo, acromegalia e

osteite fibrosa.
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A determinagao do fosforo baseia-se na reagao do fosfato inorganico com o molibdato
de aménio que forma um complexo de fosfomolibdato. A absorvancia deste complexo a 340

nm é proporcional a concentragao de fésforo na amostra (42).

HPO,> + 3NH," +12MoO,* + 23H'—> (NH,);[P(M0;O,0)] + 12H,0

Magnésio (Mg™")

O magnésio € o quarto catido mais abundante no organismo, mas apenas |% deste se
encontra no plasma. Os restantes 99% encontram-se nos ossos e no meio intracelular.

Este catiao tem funcao de cofator, substrato, e ativador alostérico em diversas reagoes
enzimaticas, além disso também participa na preservagao da estrutura dos acidos nucleicos e
ribossomas.

A hipomagnesémia, que define a diminuigao da concentragao de magnésio no sangue,
esta muitas vezes associada a perdas gastrointestinais e renais, em casos de diarreia e vomitos,
alcoolismo, diabetes mellitus, uso de antibidticos aminoglicosideos, em tratamentos com
fluidos parenterais e arritmias cardiacas.

A hipermagnesémia, ou seja, o aumento da concentragao de magnésio no sangue, esta
associada a administragao de antidcidos, tratamentos com fluidos parenterais contendo
magneésio, insuficiéncia renal e rabdomiolise.

A determinagdo do magnésio baseia-se na reagao enzimatica do isocitrato
desidrogenase em que o Mg”* é cofator. A absorvincia do NADPH a 340nm é diretamente

proporcional a quantidade de magnésio presente na amostra (42).

Isocitrato desidrogenase
D-isocitrato acido + NADP » 2-oxoglutarato + CO, + NADPH

Mg2+

Diagnostico da Diabetes mellitus e Avaliacao da Glucose

A diabetes mellitus € um conjunto de distlrbios do metabolismo dos carboidratos em
que a glucose é subutilizada provocando hiperglicémia. Episédios agudos de hiperglicémia
podem provocar cetoacidose e coma hiperosmolar e com a progressao da doenga existe
maior risco de desenvolver complicagbes como retinopatia, nefropatia, neuropatia e
aterosclerose, podendo nos casos mais graves, ocorrer acidente vascular cerebral, gangrena

ou doenga arterial coronaria (43).
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O diagnodstico e monitorizagao da diabetes tem extrema importancia para que nao
ocorram complicagoes e por isso o laboratério de analises clinicas é parte integrante do
processo.

Glicémia

A glicose é a principal fonte de energia do corpo humano. Quando a glicose é absorvida
no intestino e da corrente sanguinea passa para a célula pode seguir diversos caminhos
consoante as necessidades do corpo: pode ser usada para produgao de energia, pode ser
armazenada na forma de glicogénio no figado e musculo ou de triglicerideos no tecido adiposo
ou pode ser convertida em cetoacidos, aminoacidos e proteinas.

A concentragao de glucose no sangue, denominada por glicémia, é regulada por
multiplas vias que interagem entre si. A via da glicogénese da-se quando a glicose é convertida
a glicogénio para este ser armazenado no figado e nos musculos; a glicogendlise converte de
glicogénio em glicose. A via que converte moléculas que nio sio carboidratos como os
aminoacidos, o glicerol e o lactato, em glicose di-se o nome de neoglicogénese ou
gliconeogénese. A glicdlise € a via que converte glicose em piruvato e, consequentemente,
adenosina trifosfato (ATP) pois o piruvato resultante entra no ciclo de Krebs e é oxidado
formando CO, e agua ao mesmo tempo que o nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH) é fosforilado formando ATP. Através da regulagao destas vias a concentragao de
glicose no sangue mantém-se relativamente estavel, apesar de haver grandes variagdes do
fornecimento e exigéncia de hidratos de carbono (43).

A determinagao da glicémia baseia-se no método da hexocinase, isto é, na fosforilagao
da glicose pela hexocinase formando glucose-6-fosfato que ao ser oxidada pela glucose-6-
fosfato-desidrogenase produz é6-fosfoglucunato, reduzindo o NADP* a NADPH. A absorvincia

do NADPH a 340nm é diretamente proporcional a concentragao de glucose na amostra (43).

Hexocinase
Glucose + ATP » glucose-6-fosfato + ADP

G-6-FD
Glucose-6-fosfato < » 6-fosfogluconato

'

NADP* NADPH + H*
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Diagnostico da Diabetes mellitus

O diagnostico e classificagao da Diabetes mellitus é feita pela Direcao Geral de Saude
através de orientagoes da Norma N°002/201 I de 14 de janeiro de 201 |. Assim, o diagnostico
é feito com base nos parametros e valores para plasma venoso na populagao em geral:

e Glicémia em jejum 2126 mg/dl (ou 27,0 mmol/l);

e Sintomas classicos + glicémia ocasional 2200 mg/d| (ou 21 I,I mmol/l);

o Glicémia 2200 mg/dl (ou 2I1,I mmol/l) as 2 horas, na prova de tolerancia a
glicose oral (PTGO) com 75 g de glicose;

e Hemoglobina glicada Alc (HbAlc) 26,5%.

Para além destes parametros as orientagoes apontam para que o diagnéstico em
pessoas assintomaticas nao deve ser baseado apenas num valor anormal de glicémia ou HbA I c,
mas deve de haver confirmagao numa segunda analise apos | a 2 semanas e que deve-se usar
apenas um parametros para o diagnostico da diabetes, mas no caso de haver avaliagao
simultanea dos dois parametros se ambos os valores estiverem de acordo com o diagnoéstico
este fica confirmado, se por outro lado os valores nao forem concordantes deve-se repetir a
analise do parametro com valor anormal.

No diagnostico da diabetes mellitus é possivel serem identificadas hiperglicémias
intermédias ou categorias de risco aumentado para diabetes que sao caracterizadas por:

e Anomalia da Glicémia em Jejum: glicémia em jejum 2110 e <126 mg/dl (ou 26, |
e <7,0 mmol/l);
e Tolerancia Diminuida a Glicose: glicémia as 2 horas na PTGO 2140 e <200

mg/dl (ou 27,8 e <I I,I mmol/l).

Em casos de gravidez faz parte do acompanhamento pré-natal a avaliagao da diabetes
gestacional. O diagnéstico da diabetes gestacional é feito com base nos valores para plasma
venoso:

e Glicémia em jejum, a realizar na |.* consulta de gravidez, 292 mg/dl e <126
mg/dl (ou 25,1 e <7,0 mmol/l);

e Se a glicémia em jejum for <92 mg/dl, realiza-se PTGO com 75 g de glicose, as

24-28 semanas de gestacio. E critério para diagnéstico de diabetes gestacional,

a confirmagao de um ou mais valores |. as 0 horas, glicémia 292 mg/d| (ou 2

5,1 mmol/l); 2. a | hora, glicémia 2180 mg/dl (ou 210,0 mmol/l); 3. as 2 horas,

glicémia 2153 mg/dl (ou 28,5 mmol/l) (44).
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Avaliacao do Metabolismo dos Lipidos

Os lipidos sao compostos moleculares que sao sollveis em solventes organicos e
insolUveis em dgua. Estds moléculas desempenham diversas fungdes no organismo,
nomeadamente: tém fungdes hormonais, sio fonte de energia, auxiliam na digestao, sao
componentes estruturais das membranas plasmaticas. Por outro lado, os lipidos e as
lipoproteinas estao envolvidos no processo de aterosclerose, o que pode levar a diversas
doengas cardiovasculares.

Os lipidos sao sintetizados no figado e intestino e transportados no plasma na forma
de complexos macromoleculares denominados de lipoproteinas. As lipoproteinas sao
classificadas de acordo com a sua densidade apos ultracentrifugagao e as maiores lipoproteinas
sao as que tém menor densidade e menor quantidade de proteinas. Assim sendo existem 6
tipos de lipoproteinas: os quilomicron, as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), as
lipoproteinas de densidade intermédia (IDL), as lipoproteinas de densidade baixa (LDL), as
lipoproteinas de elevada densidade (HDL) e as lipoproteinas (a) (Lp(a)).

A avaliagao do metabolismo dos lipidos no laboratério envolve principalmente a

determinagao do colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e dos triglicéridos (45).
Colesterol Total

O colesterol é um alcool pertencente ao grupo dos esterdis que é encontrado quase
exclusivamente nos animais e tem grande importancia estrutural pois € parte integrante de
sais biliares, hormonas, membranas plasmaticas e outras moléculas. A sintese desta molécula
da-se principalmente no figado e a sua excrecao é realizada através da bilis.

No plasma, o colesterol encontra-se em duas formas distintas: colesterol livre e
colesterol esterificado.

A determinacao do colesterol total requer o doseamento do colesterol livre e do
colesterol esterificado e por isso o primeiro passo do processo é a hidrélise do colesterol
esterificado através da colesterol esterase. Quando todo o colesterol da amostra se encontra
na forma livre é oxidado pelo colesterol oxidase e obtém-se perdxido de hidrogénio que reage
com acido hidroxibenzoico e 4-aminoantipirina, numa reagao catalisada por uma peroxidase,
dando origem a quinoneimina. A absorvancia da quinoneimina a 500 nm é proporcional a

quantidade de colesterol presente na amostra (45).
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Colesterol es'cerificadoCOIesterOI esterasg  Colesterol + Acidos gordos

| Colesterol oxidase,

Colestero 4-colestan-3-ona + H,O,

Peroxidase

H202 + Fenol + 4-amino-antipirina »Quinoneimina + 4 H,O

Colesterol HDL

As lipoproteinas de alta densidade tém elevada importancia no metabolismo lipidico
pois a sua principal fungao é fazer o transporte reverso do colesterol, isto é, transportar o
colesterol das células para o figado mantendo a homeostase do colesterol celular, pois este
quando se acumula nas células e leva ao desenvolvimento da aterosclerose. Além disso estas
lipoproteinas sao antioxidantes, anti-inflamatorias e anticoagulantes. Assim, quanto maior a
quantidade de HDL na corrente sanguinea menor é a probabilidade de ocorréncia de doencas
cardiovasculares.

A determinacao do colesterol HDL utiliza um método de quantificagio baseado na
aceleracao da reacao da colesterol oxidase com colesterol nao esterificado nao HDL e
dissolvendo o colesterol HDL seletivamente. O colesterol nao esterificado nao HDL é sujeito
a uma reacgao enzimatica formando peroxido, que é consumido numa reagao catalisada por
uma peroxidase formando um produto incolor. Depois o colesterol HDL é solubilizado e
ocorre a reagao do colesterol HDL, catalisada pela colesterol esterase, formando colesterol
livre a esta reagao adiciona-se um cromogéneo para corar o colesterol e determinar a sua

quantidade por espetrofotometria (45).
Colesterol LDL

As lipoproteinas de baixa densidade tém como principal fungao o transporte do
colesterol da corrente sanguinea para os tecidos, através de recetores especificos para LDL
na membrana celular das células tecidulares. Na maioria das células o colesterol nao é
catabolizado e por isso é usado estruturalmente para a membrana plasmatica ou armazenado
na forma de gotas lipidicas apos esterificagao, mas quando ha excesso de colesterol nas células
os recetores LDL sao inibidos e o transporte reverso do colesterol é estimulado levando a
acumulagao de colesterol LDL na corrente sanguinea. A quantidade de colesterol LDL na
corrente sanguinea esta diretamente associada ao risco de aterosclerose e, consequentemente

de doencas cardiovasculares.
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A determinagao da LDL é calculada através da equagao de Friedwald:

Colesterol LDL = Colesterol Total- [Colesterol HDL] - [Triglicerideos/5]

Nesta equagao [Triglicerideos/5] € a estimativa da concentragao de colesterol VLDL

para valores <400 mg/dL de concentragao de triglicéridos (45).
Triglicerideos

Os triglicerideos sao moléculas compostas por trés acidos gordos livres e um glicerol,
sendo por isso insoluveis em agua. Representam uma grande reserva energética do organismo
devido a degradagao dos seus acidos gordos.

Dado a insolubilidade dos triglicéridos em agua, sao transportados no plasma por
lipoproteinas, nomeadamente os quilomicron que transportam estas moléculas do intestino,
onde sao absorvidas, e quando nao sao metabolizados vao para o tecido adiposo onde sao
hidrolisadas formando os acidos gordos livres.

A determinagao dos triglicerideos baseia-se na sua hidrdlise pela lipase originando
glicerol e acidos gordos livres. O glicerol é fosforilado pela glicerocinase e ATP formando
glicerol-3-fosfato e ADP. O glicerol-3-fosfato é oxidado a dihidroxiacetona-fosfato por agao
da glicerol-3-fostato oxidase formando peroxido de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio
condensa o fenol e a 4-aminoantipirina, numa reagao catalisada pela peroxidase, dando origem
a quinoneimina e agua. A absorvancia da quinoneimina a 505 nm é diretamente proporcional

a concentragao dos triglicéridos na amostra (45).

Triglicerideos — Lipase Glicerol + Acidos gordos

Glicerol + ATP—2hcerocinase . 1-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fostato
oxidase

Glicerol-3-fosfato » Dihidroxiacetona-fosfato + H,O,

) L Peroxidase o
2H,0, + fenol + 4-aminoantipirina » Quinoneimina + H,O

Avaliacao da Funcao Renal

Os rins sao o principal 6rgao regulador dos mecanismos homeostaticos do corpo
humano. A principal fungao deste orgao é filtrar o sangue, excretar os produtos finais do
metabolismo do organismo na forma de urina e regular as concentragoes de iao hidrogénio,

sodio, potassio, fosfato e outros ides do fluido extracelular (46).
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A funcao renal normalmente é avaliada pelas concentragoes de creatinina, ureia e acido

Urico plasmaticos, pela creatinina eliminada na urina e pela albuminuria (47).
Creatinina

A creatinina é sintetizada nos rins, figado e pancreas através de duas reagoes
enzimaticas. A primeira reagao trata-se da transamidagao da arginina e da glicina formando
acido guanidinoacético. O acido guanidinoacético reage com S-adenosilmetionina sendo
metilado e consequentemente formando a creatinina. Esta é transportada no sangue para
diversos 6rgaos como o cérebro e o musculo onde é fosforilada a fosfocreatinina. A conversao
de fosfocreatinina a creatinina é o resultado do processo metabdlico da contragao dos
musculos e parte desta é eliminada na urina.

Os valores de creatinina sao bastante estaveis no sangue, pois a sua produgao também
é estavel e regulada e por isso tanto a sua concentragao plasmatica como a sua depuragao
urinaria sao usadas como marcadores da taxa de filtragao glomerular.

A determinacao da concentragao de creatinina baseia-se na reagao entre a creatinina
e o acido picrico a pH alcalino que forma o complexo creatinina picrato. A absorvancia deste
complexo a 500 nm é diretamente proporcional a concentragao de creatinina na amostra (47).

A clearance de creatinina na urina das 24h é usada para avaliar a taxa de filtragao

glomerular.

Clearance da Creatinina = [Creatinina urina] / [Creatinina soro] x V (urina 24h)

Ureia

A ureia é o principal produto metabolico do catabolismo proteico nos humanos. A
biossintese da ureia é realizada exclusivamente no ciclo da ureia, formando-se a partir do
amoniaco proveniente do grupo amina resultante da desaminagao das proteinas.

A ureia é excretada pelo trato gastrointestinal e pela pele, mas principalmente pelos
rins (mais de 90%). A ureia é filtrada nos glomérulos e parte dela é reabsorvida para o fluido
intersticial passivamente nos tubulos renais para voltar ao plasma.

Dado que a excregao ocorre quase exclusivamente a nivel renal, a ureia é usada como
marcador da fung¢ao renal, quando associada a outros biomarcadores, pois se ha aumento da
concentragao de ureia no sangue ha probabilidade de haver doenca renal, embora os rins
sejam afetados por diversos fatores.

Na determinagdo da concentragao ureia esta € hidrolisada pela urease formando
amonia e CO,. A amonia reage com o a-cetoglutarato numa reagao catalisada pela glutamato

desidrogenase originando glutamato e agua. Nesta reagio o NADH, cofator da glutamato
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desidrogenase, é oxidado a NAD. A absorvancia da oxidagao do NADH a 340 nm ¢

proporcional a concentragao de ureia na amostra (47).

. Urease . X
Ureia + 2H,0 —»2NH," + CO;~

Glutamato
desidrogenase

NH," + 2-oxoglutarato r\ » Glutamato + H,O

NADH + H"  NAD

Acido Urico

O acido Urico € o principal produto do catabolismo das purinas, a adenosina e a
guanina. A maior parte das purinas € proveniente da degradagao dos acidos nucleicos
enddgenos, mas também podem provir do catabolismo de nucleoproteinas ingeridas. Estas
moléculas sao desaminadas e oxidadas originando as xantinas que através da xantina oxidase
formam acido urico.

A excregao do acido Urico ocorre nos rins num processo que envolve varias etapas.
Primeiro o acido Urico € filtrado nos glomérulos, e quando chega aos tubulos proximais a
maior parte é reabsorvido e nos tubulos distais é secretado e volta a ser reabsorvido. Assim,
apenas 6 a 12% do acido urico filtrado é eliminado na urina. O aumento da concentragao de
acido urico no plasma pode levar insuficiéncia renal e nefropatias por acumulagao de uratos
nos tubulos renais e gota por deposigao de uratos nos fluidos que envolvem as articulagoes.

A determinagao da concentragao de acido Urico baseia-se na reagao catalisada pela
uricase que converte o acido Urico a alantoina e perdxido de hidrogénio. O peroxido de
hidrogénio reage com a 4-aminoantipirina e o acido 2,4,6-tribromo-3-hidroxibenzeno através
da peroxidase e origina a quinoneimina cuja absorvancia a 548 nm é diretamente proporcional

a concentragao de acido Urico na amostra (47).
Microalbuminuria

A microalbumindria significa a presenga de 30 a 300 mg de albumina na urina das 24
horas.

A albumina é uma proteina plasmatica sintetizada no figado com peso molecular de
66000 D. Por ser uma proteina grande e com elevada afinidade para outras moléculas a
albumina nao é normalmente eliminada por filtragio glomerular e reabsorvida no tibulo
proximal, por isso a presenca de albumina na urina indica problemas renais a nivel da filtragao

glomerular (48).
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A determinagao da microalbuminuria baseia-se na sua detegao por imunoturbidimetria
através da adicao de anticorpos anti-albumina humana a amostra que forma um agregado
insolivel que aumenta a turvagao da solugdo. O grau de turvagdo é proporcional a

concentracao de albumina na urina.
Avaliaciao da Funcao Hepatica

O figado é um dos maiores 6rgaos do corpo humano e com um papel fundamental no
metabolismo de proteinas, lipidos e hidratos de carbono; na digestao através da sintese de sais
biliares que auxiliam a absorgao de gorduras e vitaminas; na desintoxicagao e eliminagao de
substancias endogenas e exdgenas através da biotransformagao; e desempenha fungoes
endocrinas catabolizando e sintetizando diversas hormonas (49).

Uma vez que o figado esta ligado a diferentes processos fisioldgicos € de extrema
importancia avaliar o metabolismo hepatico e para isso determinam-se diversos parametros
como a bilirrubina (total, direta e indireta), as aminotransferases, a fosfatase alcalina e a y-

glutamiltransferase, assim como as proteinas, a ureia e a glucose.
Bilirrubina Total

A bilirrubina provém da degradagao dos grupos heme da hemoglobina dos eritrocitos
destruidos no figado, bago e medula 6ssea e o resto provém da degradagao de citocromos,
mioglobina, peroxidases e catdlases. Por acao da heme oxigenase o heme é convertido a
biliverdina que ao ser reduzida pela bileverdina redutase forma a bilirrubina.

Na corrente sanguinea a bilirrubina, denominada bilirrubina nao conjugada ou indireta,
encontra-se ligada a albumina, que a transporta para o figado onde parte desta é conjugada
com o acido glucuronico formando a bilirrubina conjugada ou bilirrubina direta e outra parte
é excretada nas fezes e rabsorvida entrando circulagao enterohepatica para ser eliminada na
urina. A bilirrubina é excretada através da bilis que vai para o intestino onde ¢ hidrolisada
formando urobilinogénio. Parte do urobilinogénio é reabsorvido no intestino e volta ao figado
onde volta a ser excretado na bilis. A bilis vai novamente para o intestino onde o
urobilinogénio é oxidado em urobilina que é excretada nas fezes.

O doseamento da bilirrubina tem como objetivo averiguar a existéncia de
hiperbilirrubinémia, ou seja, aumento da concentragio de bilirrubina no sangue, ou
acompanhar o progresso da mesma. Para além do doseamento da bilirrubina total, também se
determina a bilirrubina direta e a bilirrubina indireta de modo a fazer o diagnéstico diferencial
da hiperbilirrubinémia. O aumento da concentragao de bilirrubina no sangue pode ser

provocado pela bilirrubina nao conjugada ou pela bilirrubina conjugada: quando a

55



hiperbilirrubinémia é devida a bilirrubina nao conjugada a origem € pré-hepatica, normalmente
provocada por hemolise excessiva ou hepatica, por conjugagao ineficaz ou por eliminagao
defeituosa; quando a hiperbilirrubinémia é devida a bilirrubina conjugada a origem é pos
hepatica e normalmente estd associada a obstru¢ao dos canais hepaticos.

A determinagao da bilirrubina total baseia-se na reagao da bilirrubina com um reagente
diazo na presenca de um surfactante formando azobilirrobina cuja absorvancia a 548 nm é

diretamente proporcional a concentragao de bilirrubina na amostra (50).
Bilirrubina Direta

A bilirrubina direta, como referido anteriormente, é a bilirrubina que é conjugada com
o acido glucuronico.

A determinagao da bilirrubina direta baseia-se na reacao da bilirrubina com um sal de
diazénio na presenga de surfactante formando azobilirrobina cuja absorvancia a 548 nm é

diretamente proporcional a concentragao de bilirrubina direta na amostra (50).
Bilirrubina Indireta

A bilirrubina indireta, como dito anteriormente, é a bilirrubina que circula na corrente
sanguinea (50).

A bilirrubina indireta nao é doseada, a determinagao deste parametro € calculada.

[Bilirrubina Indireta] = [Bilirrubina Total] — [Bilirrubina Direta]

Alanina Aminotransferase (ALT)

As aminotranferases catalisam a conversao de aminoacidos em o-cetoacidos por
transferéncia dos grupos amina; a ALT catalisa a reagao de interconversao de alanina a piruvato
no citoplasma das células.

A ALT apresenta elevada atividade no figado e nos rins, porém a sua atividade também
pode ser detetada no coragao, musculo esquelético, pancreas, bago e pulmao.

As elevadas atividades de ALT no soro estao associadas principalmente a doenga
parenquimal do figado, mas também podem ser detetadas em casos de enfarte do miocardio,
distrofia muscular, lesdes de érgaos e outras patologias hepaticas.

A determinagao da atividade da ALT é feita através da reagao entre a alanina e o 2-
oxoglutarato catalizada por ela e que forma piruvato. O piruvato na presenca da NADH e
lactato desidrogenase é reduzido formando lactato e o NADH é oxidado a NAD+ e a sua

absorvancia a 340 nm é proporcional a atividade da alanina aminotranferase (51).
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ALT

2-oxoglutarato + L-alanina — Piruvato + L-glutamato

LDH

Piruvato ﬁ» L-lactato

NADH NAD+

Aspartato Aminotransferase (AST)

A AST é uma transaminase que catalisa a interconversao entre o aspartato e o
oxaloacetato, mas ao contrario da ALT esta enzima pode ser encontrada tanto no citoplasma
das células como a nivel mitocondrial.

Esta enzima apresenta atividade em diversos tecidos, sendo por isso menos especifica
que a ALT, mas apresenta maior atividade no coragao, musculo esquelético e rim.

O aumento da atividade da AST ocorre em diversas patologias como o enfarte agudo
do miocardio, distrofia muscular progressiva e dermatomiosite.

A determinagao da atividade da AST é feita através da reagao entre o aspartato e o 2-
oxoglutarato catalisada por ela e que forma oxaloacetato. O oxaloacetato na presenca da
NADH e malato desidrogenase é reduzido a malato e o NADH ¢ oxidado a NAD+ e a
determinagao da absorvancia a 340 nm ¢é proporcional a atividade da aspartato

aminotranferase (51).

AST

2-oxoglutarato + L-aspartato » Oxaloactetato + L- glutamato

LDH
Oxaloacetato » Malato

NADH NAD+

Fosfatase Alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina € uma enzima, presente especialmente em membranas e superficies
celulares, que catalisa a hidrolise de diversos substratos. Esta enzima encontra-se na maior
parte dos orgaos, mas a sua atividade é mais relevante no figado e nos ossos.

A atividade da fosfatase alcalina no soro aumenta em situagoes de patologias
hepatobiliares e patologias dsseas em que existe o aumento da atividade osteoblastica.

A determinagao da atividade enzimatica da ALP baseia-se na reagao de hidrolise de p-
nitrofenil fosfato que forma p-nitrofenil e fosfato inorganico. A absorvancia do p-nitrofenil a

404 nm é diretamente proporcional a atividade da ALP (51).
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P-nitrofenilfosfato + H,O ALP —»  P-nitrofenil + fosfato

Gama-glutamiltransferase (GGT)

A gama-glutamiltransferase é uma enzima do grupo das peptidases. Estas enzimas
catalisam a clivagem hidrolitica dos péptidos para formarem aminoacidos e péptidos mais
pequenos.

A GGT encontra-se maioritariamente ligada as membranas das células dos rins,
pancreas, figado, baco e intestino delgado. Assim, a determinagao da sua atividade é relevante
para o diagnostico de doengas hepaticas e do trato biliar e o aumento da sua atividade esta
também associado alcoolismo e tratamentos perlongados com farmacos como o fenobarbital
e a fenitoina.

Para fazer a determinagao da atividade da GGT usamos esta enzima como catalisador
da reagao entre o y-glutamil-3-carboxi- | ,4-fenilenodiamina e a glicilglicina de onde origina y-
glutamilglicina e nitroanilina. A quantidade de nitroanilina, que tem elevada absorvancia a 412

nm corresponde a atividade da gama-glutamiltransferase (51).

y-glutamil-3-carboxi- |,4-fenilenodiamina + Glicilglicina

GGT

y-glutamilglicina + P-nitroanilina

Avaliacao da Funcao Pancreatica

O pancreas é uma glandula envolvida no processo digestivo e que desempenha diversas
fungoes neste. As fungoes desempenhadas pelo pancreas podem ser divididas em fungoes
enddcrinas e fungoes exocrinas. As fungoes endocrinas envolvem a produgao de insulina,
glucagon, gastrina e somastatina; as fungoes exodcrinas do pancreas incluem a produgao de
diversas enzimas, tais como as enzimas proteoliticas, a lipase, a lecitinase e a amilase e as
nucleases, que participam no processo digestivo das proteinas, hidratos de carbono e lipidos.

O pancreas esta associado a diversas patologias que podem ser agrupadas em
patologias das células dos ilhéus de Langerhans, patologias inflamatérias, patologias neoplasicas
ou insuficiéncia exocrina (52). Além disso, a atividade pancreatica é controlada tanto pelo

sistema nervoso como pelo sistema endocrino, mas esta atividade € principalmente controlada
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por duas hormonas: a secretina, que estimula a produgao de bicarbonado pancreitico; e a
colecistocinina que promove a libertacao de enzimas das células acinares.

No laboratério do Centro de Saude Militar de Coimbra apenas se faz a determinagao
da amilase para avaliar a fungao pancredtica embora a lipase seja um marcador bastante

especifico.
Amilase

A o-amilase é uma enzima do grupo das hidrolases que catalisa a hidrélise de
polissacarideos como a amilose, a amilopectina e o glicogénio. Existem dois tipos de amilase:
o tipo P, que se encontra no pancreas, € o tipo S que esta presente em diversos tecidos e
fluidos corporais sendo que o que apresenta maior atividade desta enzima siao as glandulas
salivares. A atividade da amilase que se encontra no soro e urina € proveniente apenas do
pancreas e glandulas salivares.

A atividade enzimatica da amilase é fisiologicamente baixa e estavel, mas em casos de
pancreatite aguda e inflamagao das glandulas salivares aumenta exponencialmente. Apesar
disso a amilase nao é especifica, pois, os valores também aumentam em casos de doengas do
trato biliar, insuficiéncia renal, doengas neoplasicas, cetoacidose diabética e intoxicagao
alcoodlica aguda (53).

A determinagao da actividade da a-amilase baseia-se na hidrolise de 2-cloro-4-
nitrofenil-a-D-maltotriose com a formacao de 2-cloro-4-nitrofenol. A absorvancia do 2-cloro-
4-nitrofenol a 404 nm é directamente proporcional a actividade enzimatica da a-amilase na

amostra.
Avaliacao do Metabolismo do Ferro

O ferro é um dos elementos mais abundantes na Terra, mas na maioria das células,
plasma e fluido extracelular encontra-se em quantidades vestigiais. Apesar disso, tem extrema
importancia pois é parte fundamental no transporte do oxigénio, no metabolismo de oxidagao
celular e faz parte da constituicao de moléculas essenciais.

A homeostasia do ferro é regulada pela absor¢ao intestinal pois apenas 10% do ferro
ingerido diariamente é absorvido no duodeno e jejuno proximal. O ferro proveniente da
alimentacio encontra-se na forma férrica (Fe’*) e tem de ser reduzido até a forma ferrosa
(Fe*) e ligado a proteinas para ser absorvido.

Apos ser absorvido o ferro é oxidado novamente a Fe** por acio da ceruloplasmina, é

transportado no sangue pela transferrina até a medula ossea, onde é incorporado na
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hemoglobina, e chega ao figado, onde é armazenado pela ferritina, que uma vez saturada forma
a hemossiderina que fica armazenada nos tecidos.

O estudo do metabolismo do ferro é til no diagnodstico de diversas patologias, mas
tem especial importancia no diagndstico de anemias (54).

Sao varios os parametros que permitem fazer o estudo do metabolismo do ferro, mas
os mais usuais sao o doseamento do ferro, da ferritina e da transferrina e a capacidade total

de fixagao do ferro. No setor de bioquimica apenas se faz o doseamento do ferro.
Ferro

Como foi referido anteriormente o ferro esta presente no corpo humano em
quantidades vestigiais. A diminuicao da concentragao de ferro pode ocorrer em anemias por
deficiéncia de ferro provocadas por ingestao insuficiente, diminuicdo da absor¢ao ou por
perdas excessivas. O aumento da concentragao de ferro esta associado a doencgas hepaticas
apos transfusoes de sangue e em determinadas anemias (54).

O doseamento do ferro ¢é feito através da reacao do ferro em meio acido, onde existe
clivagem do complexo ferro-transferrina libertando o ferro férrico, de seguida ocorre a
reducao a ferro ferroso numa reagao com a hidroxilamina e forma-se um complexo (FERENE)

cuja absorvancia a 604 nm é proporcional a concentragao de ferro na amostra.
Enzimas do Musculo Esquelético

Em situagoes de destruicao do musculo esquelético ou cardiaco sao libertadas enzimas
especificas destes locais para a corrente sanguinea, estas enzimas tém extrema importancia na
detecao de situagdoes como a rabdomidlise ou enfarte do miocardio e por isso sao
denominadas de marcadores (55).

Os principais marcadores no musculo sao a creatinacinase e a as suas fragoes CK-MM

e CK-MB, a lactato desidrogenase e a troponina .
Creatinacinase (CK)

A creatinacinase tem principal atividade no musculo esquelético, no tecido cerebral e
no miocardio, onde catalisa a reagao reversivel de fosforilagao da creatina fosfato na presenga
de ADP formando creatina e ATP.

Os aumentos da atividade da creatinacinase no soro estao sempre associados a
destruigao do musculo esquelético ou do miocardio uma vez que a barreira hematoencefalica
nao é permeavel a esta, ou outra, enzima. Os homens normalmente também apresentam
valores mais elevados de CK do que as mulheres pois a atividade desta enzima varia consoante

a massa muscular (56).
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Na determinagao da atividade enzimatica, a CK presente na amostra catalisa a
transferéncia de um grupo fosfato da creatina fosfato para o ADP. O ATP produzido nesta
reagao € usado para fosforilar glucose formando glucose-6-fosfato (G-6-P) na presenca de
hexocinase. A G-6-P ¢é entao oxidada pela glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) com a
consequente reducao de NADP+ a NADPH. A absorvancia da formagao de NADPH a 340
nm e é proporcional a atividade de CK na amostra.

creatina fosfato + ADP CK »creatina + ATP

ATP+ glicose ___hexocinase | gjicose ¢ fosfato + ADP

glicose-6-fosfato + NADP+ G6PDH » gluconato-6-fosfato + NAPH

CK-MB

A isoenzima CK-MB da creatinacinase apresenta especificidade para o miocardio sendo
doseada principalmente para o diagnéstico do enfarte do miocardio. Apesar disso a atividade
da CK-MB estd aumentada noutras situagoes como em cirurgias de implantagao do bypass da
artéria coronaria, transplante cardiaco, miocardite e embolismo pulmonar (56).

A determinacio da atividade enzimatica da isoenzima CK-MB baseia-se numa reacao
semelhante a da CK, com a adicdo de uma mistura de anticorpos monoclonais que inibem a
atividade da CK-MM e metade da atividade da CK-MB, uma vez que inibe a subunidade M, mas
nao a B. Realiza-se entao o método de determinagao da atividade enzimatica da CK para as
isoenzimas CK-B. A atividade da CK-MB é obtida multiplicando a atividade da CK-MB por

dois.
Lactato Desidrogenase (LDH)

A lactato desidrogenase é uma enzima presente em quase todos as células do
organismo, que catalisa intercoversao entre o lactato e o piruvato, numa reagao mediada por
NAD". Dada a larga distribuicio da LDH pelos diferentes tecidos a atividade desta enzima
aumenta, no soro, em diversas situagoes de lise celular incluindo o enfarte do miocardio,
hemolise e perturbagoes do figado, dos rins, dos pulmoes e do musculo, por isso este
marcador é considerado inespecifico. Ainda assim é amplamente utilizado em diversas
pesquisas associado a biomarcadores especificos de um dado 6rgao (56).

A determinagao da atividade desta enzima baseia-se na oxidagao do lactato a piruvato

em que o NAD+ é convertido a NADH. O NADH absorve a 340 nm enquanto o NAD+ nao.
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O aumento da absorvancia a 340 nm é diretamente proporcional a atividade de LDH na

amostra.

LDH .
lactato » piruvato

(N

NAD+  NADH

Marcadores da Inflamacao

Quando esta instalado um quadro inflamatério é sempre solicitado ao laboratério a

determinagao de dois parametros: a velocidade de sedimentagao e a proteina c-reativa.
Proteina C- Reativa (PCR)

A PCR é uma proteina nao glicosilada sintetizada no figado que tem como principais
funcoes a estimulacio da fagocitose de bactérias por leucécitos polimorfonucleares e
conjugar-se com o polissacarideo C de certos grupos de Pneumococos.

O aumento da concentragao da PCR estd associado a processos agudos como resposta
a presenca de citoquinas solUveis no soro devido a pneumonias agudas, infegoes por bactérias,
doengas inflamatérias nao contagiosas ou tumores malignos.

O doseamento da PCR é importante em casos de febre reumatica aguda e artrite
reumatoide.

O doseamento da PCR no soro é feito utilizando imunoturbidimetria através de
particulas de latex sensibilizadas com anticorpos anti-PCR. O aparecimento de aglutinagao
provoca um aumento da absorvancia a 572 nm. Este aumento € diretamente

proporcionalmente a concentragao de PCR na amostra.
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Caso Clinico |

Uma mulher de 70 anos apresenta os seguintes resultados laboratoriais:

Tabela 14 - Resultados laboratoriais da paciente do Caso Clinico I.

HEMOGLOBINA GLICADA (Alc) 6,5 % 4.5-6.2
43,0 mmolimol ~ 24-43
Glicose Média Estimada 138,85 o/l
TRIGLICERIDOS 205 ma/dL 40-160
232 mmai/L 0.45-1.81
COLESTEROL HDL 53 mgidL
Risco Aterogénico:
Baixo: =65
Moderado: 45 - 65
Elevado: =45

Hiper-alfa-lipoproteinemia:
=08

COLESTEROL TOTAL 502 mgidL
Risco Aterogénico:
Baixo: =200
Moderado: 200 - 240
Elevado: > 240
Hipocolesterolemia: = 90
COLESTEROL LDL 408 mgidL <100

Os resultados laboratoriais mostram que existem niveis muito elevados do colesterol
LDL e, por consequéncia, disso o colesterol total também estd muito aumentado, além disso
os niveis de glicose e hemoglobina glicada também estao aumentados.

Quando os valores de colesterol LDL sao mais de trés vezes superiores ao normal
deve-se suspeitar de Hipercolesterolemia familiar. Para dar um diagnostico de
Hipercolesterolemia familiar heterozigotica deve-se seguir os critérios da Organizagao
Mundial de Saide que se baseia num score de probabilidade como se pode ver na Tabela |5.

Segundo os critérios para o diagnostico, e apenas pelos resultados laboratoriais, existe
probabilidade de a utente ter Hipercolestrolemia familiar heterozigotica pois esta tem o
colesterol LDL superior a 330 mg/dL o que corresponde a um score de 8 pontos, os niveis de

glicose e hemoglobina glicada suportam o diagnéstico.
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Tabela 15 - Critérios para o diagnéstico de Hipercolesterolemia familiar heterozigotica segundo a MedPed e a
Organizagao Mundial de Saude.

Parametro Pontos

Historia familiar

Parente de 17 grau portador de doenga vascular’ 1
coronaria prematura (homem < 55 anos,

mulher = 60 anos) OU

Parente adulto de 1° ou 2° grau com colesterol

total > 290 mg/dL*

Parente de 1" grau portador de xantoma 2
tendinoso elou arco corneano OU

Parente de 17 grau <16 anos com colesterol

total > 260 mg/dL*

Historia clinica

Paciente portador de doenga arterial coronaria prematura 2
(homem < 55 anos, mulher < 60 anos)

Paciente portador de doenga arterial cerebral ou periférica 1
prematura (homem = 55 anos, mulher < B0 anos)

Exame figico
Xantoma tendinoso &
Arco corneano < 45 anos

Nivel de LDL-c {mgidL)
=330 mgldL

250 - 329 mgldL

190 - 249 ma/dL

155 - 189 mgldL

Analise do DNA
Presenga de mutagao funcional do gene do 8
receptor de LOL, da 2poB 100 ou da PCSKY

-

— L@

Diagnostico de HF:

certeza se = § pontos
provavel s - 8 pontos
possivel g2 3 -5 pontos
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Caso Clinico 2

Um homem com 79 anos apresenta os seguintes resultados laboratoriais:

Tabela 16 - Resultados laboratoriais do paciente do Caso Clinico 2.

Eritrograma
Eritrécitos 3,61 x10'3/L
Hemoglobina 11,6 g/dL
Hematdcrito 36,4 %
VGM 101 L
HGM 322 pg
CHGM 319 gL
RDW 14,0 %

Trombocitograma

Plaquetas 189 x10°%L

VPM 6,6 L

PDW 19,5 L

Leucograma

Leucécitos Totais 612  xI0°L
Neutrdfilos Segmentados 58,7 % 3,59 x10%L
Eosindfilos 34 % 0,21 *x10%L
Basofilos 1,1 % 0,07  x10%L
Linfdcitos 27,8 % 1,70 x10%L
Monécitos 9.0 % 0,55 *x10%L

ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT)

FOSFATASE ALCALINA (ALP)

GAMA-GLUTAMILTRANSFERASE (GGT)

LIPASE
IONOGRAMA
Sodio
Potissio
Cloretos
OSMOLALIDADE

4.50-5.90
14-18
38-52
80-99
27.0-33.0
300-360
<15.0

150-400
7.0-13.0
9.0-17.0

4-10
18-76
0.04-0.5
0.01-0.1
124
0.21

PROTEINAS TOTAIS
ALBUMINA

UREMIA

CREATININA

AcCIDO URICO

BILIRRUBINAS
Bilirrubina Total

Bilirrubina Directa
Bilirrubina Indirecta
x10¢

x10*
w10 ALFA-AMILASE (AML)

x10*
X10° ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST)

16 UL <50

85 UL 40-129

17 UL 8-60
23 UL <67

148 mmal/L 136-145
57 mmol/L 3.5-5.5
110 mmol/L 98-109
313 mOsmol/kg 275 - 295

72

44

143
237
24
212

6.6
0.39
0,50

0,21
0,29

208

28

oL

gL

mg/dL
mmol/L
mg/dL
pmolL

ma/dL
mmol/L

mg/dL
pmolL

mg/dL
mg/dL

urL

urL

66-87

35-52

10-50
1.7-8.3
0.7-1.2
62-106

3577
0.21-0.45

0212
3-21
002025
<0.75

<100

737

Nos resultados do hemograma podemos verificar que existe anemia pois a

hemoglobina esta diminuida e nao se trata de uma anemia microcitica pois o volume globular

médio esta aumentado.

Os resultados da Bioquimica demonstram alteragdes nos marcadores renais, com a

ureia e a creatinina aumentadas no sangue, e alteragoes no ionograma e osmolaridade que

indicam que ha desequilibrio hidro- eletrolitico.

O homem provavelmente tem insuficiéncia renal pois os valores de creatinina e ureia

estao aumentados o que indica que a filtragao glomerular esta comprometida. Além disso, os

parametros do ionograma estao aumentados assim como a osmolaridade do sangue que indica

que para além da filtragao, a reabsorcao e a secregao estao afetadas. Por outro lado, verifica-

se que a anemia pode estar relacionada com alteragdes nos niveis de eritropoietina produzida
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no rim. Os niveis de amilase suportam o diagnostico de insuficiéncia renal porque existe
acidose provocada pelo comprometimento da reabsorcao e secregao renais, logo o pancreas

vai ser estimulado a produzir bicarbonato de modo a aumentar o pH do sangue.
Caso Clinico 3

Um homem de 21 anos apresenta os seguintes resultados laboratoriais:

Tabela 17 - Resultados laboratoriais do paciente do Caso Clinico 3.

Elevado: =240

Hipocolesterolemia: < 90

COLESTEROL LDL 117 mgrdL <100
PROTEINA-C REACTIVA 05  mglL <50
UREMIA 34 mgldL 10-50 30

56 mmolA. 1.7-8.3
CREATININA 0,9  mg/dL 07-12 0.8

78 pmoiL 62-106
CREATINA QUINASE (CK) 20243 uiL <196

Confirmade por duplo ensaic (mesma amostra)

ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST) 284 UL 7-37 25
ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT) 70 uiL <50 17
FOSFATASE ALCALINA (ALP) 81 UL 40-129 7

A partir dos resultados pode deduzir-se que existe lesao muscular pois a
creatinacinase encontra-se em niveis |00 vezes superior ao valor de referéncia e as
aminotransferases suportam o resultado porque estas também se encontram aumentadas,
estando o nivel de AST, que se encontra em maior quantidade no musculo, mais

aumentada que a ALT.
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Imunologia

No Laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Saide Militar de Coimbra o setor
de imunologia partilha o mesmo espago que os setores de bioquimica e toxicologia pois todas
as metodologias destes setores sao executadas no mesmo aparelho, o Arquitect ci8200 da
Abbott Diagnostics como foi referido anteriormente. O médulo de imunologia é o i2000SR e
é nele que se faz a serologia das infe¢oes virais, determina-se os marcadores da anemia, os

marcadores tumorais e marcadores da tiroide.

Tabela 18 - Determinagoes do setor de imunologia
Hepatite A
Hepatite B
e AgHBs
e Anti-HBc
e Anti-HBs
e Anti-HBe

Serologia das infegoes virais

Hepatite C
HIV-1 e HIV-2
Sifilis

Acido félico
Vitamina B12
Marcadores tumorais PSA total e livre
TSH

T3 total e livre
Marcadores da tiroide T4 total e livre
Anti-tg
Anti-TPO

Marcadores da Anemia

Toxicologia

As analises toxicologicas feitas no Laboratério de Analises Clinicas do Centro de Satde
Militar de Coimbra sao a pesquisa de opiaceos, a pesquisa de canabinoides, a pesquisa de
anfetaminas e metafetaminas e a pesquisa de cocaina. Estas andlises sao feitas no aparelho

Arquitect ci8200 da Abbott Diagnostics.
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Microbiologia

A microbiologia é o setor laboratorial que ¢é menos automatizado e,
consequentemente, que implica mais técnicas laboratoriais. Neste setor do laboratério do
CSMC as determinagoes e procedimentos mais frequentes sao:

e Analise sumaria de urina, que inclui:
o Urina do tipo Il;
o Exame microscépico do sedimento urinario.
e Culturas bacteriolégicas (uroculturas, coproculturas e exsudatos nasofaringeos)
e Exame parasitologico das fezes
e Identificacao de bactérias

e Antibiogramas
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Conclusao

O Mestrado em Anadlises Clinicas compreende um plano de estudos bastante completo
com uma intensiva componente teorica e teorico-pratica que da bases cientificas essenciais
para compreender a pratica laboratorial. O estagio curricular completa este plano de estudos
permitindo que todos os conhecimentos, adquiridos ao longo deste mestrado, sejam
transportados para a realidade de um laboratorio.

O estagio no Laboratério de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra
foi determinante na minha, ainda curta, formagao académica e profissional, possibilitando o
desenvolvimento de diversas competéncias, tanto cientificas e laboratoriais como humanas.
Em termos de competéncias laboratoriais e cientificas desenvolvi a capacidade de organizagao
e coordenagao, desenvolvi a destreza necessaria para as varias técnicas laboratoriais e adquiri
a responsabilidade inerente a um profissional de saude. Por outro lado, vivenciei a realidade
do mundo do trabalho que me alertou para a importancia do trabalho em equipa, da empatia
e do respeito entre colegas e principalmente da comunicagao entre todos os envolvidos no
processo das analises clinicas.

Em suma, o estdgio cumpriu o objetivo principal de por em pratica os conhecimentos
adquiridos ao longo do Mestrado em Andlises Clinicas e, para além disso, enriqueceu de
diversas formas a minha pessoa transmitindo a importancia das analises clinicas no diagnostico

e monotorizagao de diversas patologias, mas também na prevengao das mesmas.
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